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Effetti della marginalità e della perifericità sulla struttura genetica di 
Chthamalus montagui (Crustacea, Cirripedia) nel Regno Unito 
 
RIASSUNTO 
 
 A partire dagli anni ’50 il crostaceo cirripede Chthmalus montagui è stato oggetto di diversi 
studi riguardanti l’ecologia, la biologia riproduttiva, la dispersione larvale, l’importanza come bio-
indicatore di cambiamenti climatici su scala decennale e la struttura genetica. Il presente lavoro di 
tesi è incentrato sulla genetica di popolazione di questo crostaceo cirripede, organismo presente 
nel sopralitorale di coste rocciose e con un areale di distribuzione che comprende il Mar 
Mediterraneo e la parte orientale dell’Oceano Atlantico, e si va ad inserire in uno studio molto più 
vasto sulla genetica di popolazione in tutto l'areale di distribuzione della specie. 
 La seguente analisi si focalizza soprattutto sul confronto fra la struttura genetica di 
popolazioni periferiche, marginali e centrali. Per popolazione periferica si intende una popolazione 
che vive al margine dell’areale di distribuzione della specie; una popolazione marginale invece è 
una popolazione che, pur trovandosi all’interno del suo range geografico, sperimenta una o più 
condizioni ambientali al limite della sua tolleranza; alle popolazioni centrali appartengono infine 
tutte le popolazioni che vivono all’interno dell’areale della specie ed in condizioni ambientali 
ottimali, e sono caratterizzate da elevata variabilità genetica. Le popolazioni marginali e periferiche 
sono solitamente caratterizzate da una riduzione drastica della variabilità genetica dovuta alla 
pressione selettiva, agente soprattutto in condizioni ambientali stressanti ed in ambienti ostili. La 
modificata variabilità genetica potrebbe essere inoltre riconducibile ad un basso reclutamento 
larvale, visto che marginalità e perifericità comportano in genere un certo isolamento geografico 
unito al fatto che l’isolamento di per sé promuove genotipi peculiari. 
 Nel presente lavoro sono state considerate località dell’Oceano Atlantico orientale, in 
particolare quelle delle coste occidentali della Gran Bretagna. Le popolazioni periferiche impiegate 
in questo studio provengono dalle località di Skerray in Scozia e da Freshwater Bay sull'Isola di 
Wight in Inghilterra. Come popolazione marginale è stata utilizzata quella di Minehead nel Canale 
di Bristol, dove sfocia il fiume Severn, luogo caratterizzato da bassa salinità ed elevata 
sedimentazione che lo rendono un ambiente marginale. Nello studio sono state inserite anche tre 
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località centrali (Scourie, Woolacombe e Peveril Point), per permettere il confronto con quelle 
periferiche e marginali. In ogni località sono stati analizzati geneticamente circa 30 individui con 6 
loci microsatellitari, grazie all’impiego di sonde fluorescenti specie-specifiche appositamente 
disegnate ed altamente polimorfiche. 
Il presente lavoro va ad integrare uno studio precedente condotto nell’ambito di una tesi di 
dottorato in cui è stato estratto il DNA della maggior parte dei campioni analizzati. La reazione di 
PCR, effettuata su 176 individui di C. montagui, ha portato alla amplificazione dei frammenti per i 
6 loci microsatellitari di interesse; successivamente i prodotti amplificati sono stati analizzati 
tramite sequenziatore automatico ed i relativi cromatogrammi di output sono stati poi 
interpretati. Si è quindi proceduto all’analisi statistica dei dati, con lo scopo di mettere in evidenza 
le caratteristiche genetiche di marginalità e perifericità di C. montagui all’interno dell’area 
geografica considerata.  
I risultati ottenuti hanno mostrato un generale discostamento dei campioni dall’equilibrio di 
Hardy-Weinberg e l’eterozigosità osservata è risultata relativamente elevata in tutte le località. Le 
analisi hanno messo in evidenza la presenza di un numero elevato di alleli nei sei loci considerati, 
con un valore medio di 25 alleli per locus. Dalle analisi è emersa una generale omogeneità tra i 
campioni, non è stata evidenziata per C. montagui l’esistenza di una strutturazione genetica 
significativa all’interno dell’area di studio presa in considerazione come dimostra l’analisi 
Bayesiana di assegnazione individuale, che ha confermato l’esistenza di tre distinti cluster genetici 
ripartiti in modo omogeneo nelle sei località campionate. 
L’ipotesi  sulla marginalità della località di Minehead e sulla perifericità delle località di Skerray e 
Freshwater, non è stata confermata in modo significativo dai risultati delle analisi statistiche di 
questo lavoro, anche se è emersa una certa peculiarità di questi campioni. Se si prendono in 
considerazione le frequenze alleliche emerge, infatti, una certa affinità tra le località periferiche 
che trova conferma e sostegno nella topologia dei due dendrogrammi basati sull’algoritmo 
UPGMA. Questi ultimi hanno evidenziato l’esistenza di due gruppi ben distinti, uno dei quali 
formato appunto dalle sole località periferiche. Questo pattern emerge anche dall’ordinamento 
spaziale delle località effettuato tramite MDS. Inoltre, andando a valutare la ricchezza allelica 
media, il valore più basso è stato trovato nella località periferica di Freshwater, mentre Minehead, 
località considerata marginale, presenta il più alto numero di alleli privati (12), risultati che sono in 
linea con l’ipotesi in esame. 
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1. INTRODUZIONE 
 
1.1 BIODIVERSITA' E DIVERSITA' GENETICA 
 
1.1.1 Introduzione ai concetti di biodiversità e diversità genetica 
Nella sua accezione più semplice la diversità biologica o biodiversità è la varietà della vita a 
tutti i suoi livelli di organizzazione (Gaston & Spicer, 2004). Il termine biodiversità è stato coniato 
da E.O. Wilson nel 1986, come contrazione di diversità biologica, e la definizione originale è la 
seguente “è un po' tutto: tutta la variazione che ha una base ereditaria a tutti i livelli di 
organizzazione, dai geni all'interno delle popolazioni alle comunità che compongono la parte 
vivente degli ecosistemi”. La biodiversità può essere scomposta in tre diverse branche 
strettamente interconnesse fra loro: la diversità tra geni, tra specie e tra ecosistemi. 
La diversità genetica comprende la variabilità che si manifesta a livello di nucleotidi, di geni 
e cromosomi ed include tutta la variabilità genetica che esiste all'interno di una popolazione e tra 
popolazioni diverse (Gaston & Spicer, 2004). Il primo anello è rappresentato dalle variazioni nelle 
sequenze nucleotidiche che possono poi esprimersi come differenze a livello di sequenze 
amminoacidiche nella proteina codificata in un dato locus. Questa variazione proteica potrebbe 
poi determinare una differenza di tipo biochimico funzionale, morfologico o comportamentale che 
potrebbe causare differenze nel tasso riproduttivo, nella sopravvivenza e nel comportamento 
dell'individuo e quindi andare ad incidere sulla sua fitness avendo ripercussioni a livello di 
popolazione.  
In altre parole, la diversità genetica è il materiale grezzo che la specie ha a disposizione e su 
cui agisce la selezione naturale, la quale determina adattamento ed evoluzione per far fronte ai 
cambiamenti ambientali. Una sua riduzione comporterebbe una diminuzione del potenziale 
evolutivo di una popolazione o specie costituendo una grave minaccia per la sua sopravvivenza 
(Frankham et al., 2006) ed eserciterebbe un forte impatto anche sugli ecosistemi. Per questi motivi 
la conservazione della diversità genetica è essenziale per la protezione della biodiversità anche ai 
livelli più elevati di organizzazione. Le relazioni filogenetiche fra specie diverse possono essere 
comprese meglio studiando la diversità e la struttura genetica inter- ed intra-popolazione mentre 
il destino della specie stessa dipende dai processi che avvengono a livello inter-individuale. La 
variazione fenotipica tra le popolazioni che compongono una specie, per esempio, può essere 
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grande quanto quella tra specie diverse o addirittura maggiore (Bangert et al., 2005; Shuster et al., 
2006): da qui nasce l'interesse per la genetica di popolazione. 
La genetica di popolazione è la disciplina che si occupa dello studio della struttura genetica 
delle popolazioni naturali, tenendo conto delle frequenze alleliche, genotipiche e fenotipiche. Una 
popolazione naturale può essere definita come un gruppo di organismi appartenenti alla stessa 
specie che scambiano regolarmente alleli e sono relativamente isolati da altri gruppi di individui 
della stessa specie con un diverso pool di alleli condiviso. La genetica di popolazione studia inoltre 
le modalità con cui la diversità genetica varia nel tempo (Hartl & Clark, 1997) ed i fattori che la 
influenzano sono:  
 i diversi tassi di mutazione; 
 la selezione naturale; 
 la deriva genetica; 
 le dimensioni attuali e storiche delle popolazioni; 
 le strategie riproduttive; 
 immigrazione ed emigrazione tra popolazioni; 
 interazioni fra i fattori precedentemente citati. 
 
1.1.2 Le maggiori forze evolutive che regolano la variabilità genetica 
La principale fonte di variabilità genetica è la mutazione con cui si identifica un qualsiasi 
cambiamento casuale nella successione o nel numero delle basi azotate, anche di una sola coppia, 
appartenenti ad un tratto di DNA. 
Nel corso di milioni di anni di evoluzione, la selezione naturale ha utilizzato le mutazioni per 
favorire lo sviluppo di organismi ben integrati nel loro ambiente andando ad eliminare tutto ciò 
che era in contrasto con la sopravvivenza, ciascuna specie è andata via via perfezionando così un 
proprio “programma” genetico altamente specializzato. In base alle pressioni selettive esercitate 
dai fattori ambientali sui singoli individui, la selezione naturale agisce eliminando gli alleli 
svantaggiosi e promuovendo quelli vantaggiosi ed influendo direttamente sulle frequenze 
alleliche. 
Altro fattore da considerare è la deriva genetica che comprende tutti quei fenomeni che 
determinano variazioni casuali delle frequenze alleliche (senza che ciò sia correlato strettamente a 
fenomeni adattativi) nel passaggio da una generazione all'altra ed agisce eliminando o 
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diffondendo alleli in modo del tutto casuale. L'effetto globale è di aumentare la differenziazione 
fra le popolazioni ed, allo stesso tempo, di diminuire la variabilità genetica presente all'interno di 
una stessa popolazione. L'effetto della deriva genetica sarà massimo nel caso di piccole 
popolazioni in cui la perdita di variabilità genetica è dovuta alla perdita di alleli (o fissazione di 
altri), con conseguente riduzione del potenziale di adattamento. Questo effetto è inevitabile e può 
essere contrastato solo attraverso l'immissione di nuova variabilità genetica nelle popolazioni 
isolate, o per effetto della mutazione o della migrazione. 
 
1.1.3 Strumenti utili a stimare la variabilità genetica 
La variabilità genetica può essere misurata tramite parametri quali il polimorfismo, 
l'eterozigosità e la diversità allelica (Frankham et al., 2002). Con l'avvento della biologia 
molecolare, i nuovi metodi di sequenziamento del DNA hanno permesso di osservare l'intera 
variabilità genetica (come le variazioni in terza base che non portano alla codifica di un diverso 
amminoacido o le variazioni nelle sequenze interposte non codificanti). Quando sono analizzate le 
differenze tra due o più sequenze omologhe di DNA a livello di basi azotate, ne è valutato appunto 
il polimorfismo. Un gene o un carattere fenotipico è detto quindi polimorfico quando entro una 
data popolazione esistono più forme alternative di quel gene (alleli).  
 
1.2 IL FLUSSO GENICO E LA SEPARAZIONE GENETICA DELLE POPOLAZIONI IN AMBIENTE MARINO 
 
Quando si parla di diversità genetica fra le popolazioni di una specie, oltre alle mutazioni, 
alla selezione naturale ed alla deriva genetica bisogna considerare anche l'importante contributo 
del flusso genico. Esso avviene mediante migrazione di individui che entrano a far parte di una 
popolazione diversa da quella di origine e, di fatto, introducono nuovi alleli portando ad un 
aumento della variabilità genetica all'interno della popolazione ricevente. Allo stesso tempo, però, 
il flusso genico porta anche ad una omogeneizzazione delle frequenze alleliche fra popolazioni 
diverse, poiché sono “messi in condivisione” un certo numero di alleli che prima invece potevano 
essere esclusivi e limitati al pool genico solo di una certa popolazione. Quando il flusso genico fra 
due popolazioni è interrotto, col passare del tempo, la diversità genetica all'interno della 
popolazione decresce mentre aumenta invece quella fra le due popolazioni. Su ampie scale 
temporali questa interruzione del flusso genico può portare ad una netta separazione genetica tra 
le popolazioni e culminare, in ultima analisi, in un possibile evento di speciazione. 
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L'ambiente marino sembra contraddistinto da una certa continuità ambientale, non 
andando ad imporre grosse restrizioni al flusso genico fra le popolazioni di una specie (Palumbi, 
1992) e sembra favorire quindi la loro omogeneizzazione: le correnti, il moto ondoso e le onde di 
marea sarebbero i mezzi di trasporto sfruttati dagli organismi per coprire ampie distanze 
geografiche. Molte specie prevedono infatti una fase di dispersione pelagica che favorisce lo 
scambio di alleli fra popolazioni lontane (Palumbi, 1992; Kyle & Boulding, 2000; Nakajima et al., 
2010; Pérez-Barros et al., 2014) determinando flusso genico continuo ed omogeneizzazione. 
Svariate specie di vertebrati ed invertebrati avvalorano questa ipotesi come, per esempio, il 
crostaceo decapode Murida gregaria che, pur essendo una specie transpacifica, mantiene un 
flusso genico costante fra le sue popolazioni garantendone l'omogeneizzazione (Pérez-Barros et 
al., 2014). 
In altre specie invece si assiste al fenomeno opposto per cui, pur avendo la specie buona 
capacità di dispersione e popolazioni non molto distanti geograficamente fra loro, vengono 
riscontrati livelli significativi di differenziazione genetica (Sotka et al., 2004; Cowen et al., 2006). 
Per tentare di spiegare situazioni così diverse fra loro in ambiente marino, va considerata 
l'influenza di diversi fattori quali: 
 la capacità di dispersione della specie legata al tipo di forma larvale: la longevità 
delle forme larvali, che può arrivare a 50-100 giorni dopo la fecondazione (Richmond, 
1987; Graham et al., 2008), l'eventuale disponibilità di riserve nutritive (Isomura & 
Nishihira, 2001; Harii et al., 2002) e la mortalità dovuta alla predazione (Pratchett et al., 
2001), sono fattori molto importanti. 
 la distanza fisica tra le popolazioni: al crescere della distanza geografica, il flusso 
genico diminuisce andandosi ad annullare una volta arrivati al limite massimo di 
dispersione della specie; 
 le eventuali barriere oceanografiche: la circolazione delle correnti ed i vortici a 
piccola e media scala possono ostacolare la dispersione e causare fenomeni di ritenzione 
larvale molto marcati (Cowen et al., 2000, 2006; James et al., 2002; Gaither et al., 2010); 
 la pressione dovuta alla selezione naturale: può essere talmente forte e selettiva da 
condurre al differenziamento delle popolazioni naturali nonostante il flusso genico venga 
mantenuto nel tempo (Veliz et al., 2004; Jorgensen et al., 2005).  
Questi fattori e le loro eventuali interazioni possono portare ad una strutturazione genetica 
nel tempo sempre più marcata e decisa. 
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1.3 PERIFERICITA' E MARGINALITA' ED IMPLICAZIONI SULLA STRUTTURA GENETICA 
 
Perifericità e marginalità sono condizioni molto peculiari proprie di alcune delle popolazioni 
che compongono una data specie. 
Una popolazione si dice “periferica” quando si trova ai limiti dell'areale di distribuzione della 
specie in cui sono sperimentate condizioni ambientali stressanti e sub-ottimali per la riproduzione, 
quasi al limite di tolleranza della specie. 
Una popolazione si dice “marginale” quando si trova all'interno dell’areale di distribuzione della 
specie ma in un ambiente dove uno o più parametri ambientali sono alterati, ostacolando e 
compromettendo la sopravvivenza della popolazione. 
Le popolazioni che godono invece di condizioni ambientali ottimali e che si trovano nelle 
zone centrali dell'areale di distribuzione della specie sono chiamate appunto popolazioni 
“centrali”; in esse, di solito, si ha una variabilità genetica molto elevata con un pool di alleli 
condiviso molto diversificato. 
Il concetto fondamentale è che, se in una popolazione esistono alleli per un dato locus, che 
sono assenti invece in un'altra popolazione della stessa specie, la prima avrà a disposizione più 
risorse genetiche della seconda che possono risultare vantaggiose in condizioni di stress 
(Frankham et al., 2006). Le popolazioni di grandi dimensioni, in genere, possiedono una notevole 
quantità di diversità genetica, ma questa è tipicamente ridotta nelle popolazioni di piccole 
dimensioni. Queste ultime possono così subire una riduzione nella capacità di adattamento ai 
cambiamenti ambientali, oltre a soffrire di depressione da inbreeding e/o ad avere problemi 
dovuti all'accumulo di alleli deleteri (Frankham et al., 1995; Higgins & Lynch, 2001). Nelle piccole 
popolazioni inoltre le componenti dell'evoluzione dovute a fattori casuali (deriva genetica) 
assumono una maggiore importanza e possono portare, oltre alla perdita o fissazione di alleli, ad 
un maggiore differenziamento genetico. 
L'ipotesi “centro-periferia” (Eckert et al., 2008) prevede che le popolazioni isolate, poste 
alla periferia dell'areale di una data specie abbiano una diversità genetica sistematicamente più 
bassa. Questo sarebbe il risultato di un ridotto flusso genico con le popolazioni centrali, dato il 
forte isolamento, della piccola taglia effettiva della popolazione e della maggiore influenza 
dell'effetto fondatore, tutti fenomeni che condurrebbero alla deriva genetica (Allendorf, 1986; 
McCommas & Bryan, 1990; Lesica & Allendorf, 1995). Diversi studi sostengono questa teoria che è 
stata confermata per alcune specie di coralli (Ayre & Hughes, 2004; Nunes et al., 2008, 2009), di 
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alghe (Faugeron et al., 2004) e di echinodermi (Palumbi et al., 1997). Esempio emblematico è 
quello proposto da Liggins et al. (2014) che hanno analizzato la subunità I della citocromo ossidasi 
delle popolazioni di due specie di echinodermi tropicali (Acanthaster plancii e Tripneustes gratilla) 
alle Isole Kermadec, considerate il limite sud-occidentale dell'areale di distribuzione nell'Oceano 
Pacifico. Dai risultati è emerso che le popolazioni di entrambe le specie erano formate da un 
singolo aplotipo e che queste popolazioni si basavano sulla riproduzione a livello locale e 
sull'autoreclutamento (Liggins et al., 2014). Inoltre, Lind et al. (2007), analizzando la struttura 
genetica del bivalve Pinctada maxima, dimostrarono che all'aumentare della distanza geografica 
della popolazione dal centro dell'areale della specie si osservava un decremento della ricchezza 
allelica e dell'eterozigosità osservata (Lind et al., 2007). 
La ridotta diversità genetica delle popolazioni periferiche le rende più vulnerabili ai 
cambiamenti climatici in quanto manca in esse l'ampia gamma dei genotipi della specie, alcuni dei 
quali potrebbero rivelarsi “le carte vincenti” alla sopravvivenza della popolazione in mutate 
condizioni climatiche (Nunes et al., 2009). Ne consegue che queste popolazioni, spesso di piccole 
dimensioni e viventi in ambienti estremi, hanno maggiori probabilità di subire diversi fenomeni di 
collo di bottiglia che potrebbero ridurre ulteriormente la loro variabilità genetica (Chakraborty & 
Nei, 1977; Booy et al., 2000). Questo non significa che siano vicoli ciechi da un punto di vista 
evolutivo e che non meritino di essere protette e tutelate. Al contrario, un ridotto flusso genico e 
pressioni selettive estreme possono contribuire a mantenere e a generare nuova diversità 
biologica (Templeton, 1980; Carson & Templeton, 1984), portando alla creazione di pattern 
genetici anomali e talvolta unici (Garcia-Ramos & Kikpatrick, 1997; Bouza et al., 1999). Gli 
adattamenti sviluppati da popolazioni di una stessa specie in condizioni molto diverse, trascorso 
un tempo sufficiente, possono condurre a veri e propri eventi di speciazione allopatrica. Esempio 
emblematico è la divergenza tra la specie di corallo Favia fragum dei Caraibi e la specie Favia 
gravida del sud dell'Atlantico, che suggerisce come le popolazioni periferiche possano produrre 
nuove specie e possano essere considerati veri e propri “laboratori evolutivi” (Nunes et al., 2008). 
 
1.4 L'ORGANISMO MODELLO: Chthamalus montagui 
 
1.4.1 Studi condotti fino ad oggi su C. montagui 
A partire dal 1976, quando venne descritto da Southward, C. montagui è stato oggetto di 
un elevato numero di studi. La biologia, il ciclo vitale, l'areale di distribuzione, la dinamica di 
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popolazione e l'ecologia di questo cirripede sono stati ampiamente descritti (Southward, 1976; 
Crisp et al., 1981; Relini, 1983; Burrows, 1988; Pannacciulli, 1995; Pannacciulli & Relini, 1999, 
2000). Particolare attenzione è stata data allo studio della riproduzione, della dispersione larvale, 
dell'insediamento sul substrato e del relativo sviluppo (Burrows et al., 1999; O'Riordan et al., 1992, 
1995, 2004; Pannacciulli & Falautano, 1999; Pannacciulli & Relini, 1999; Delany et al., 2003), 
mentre altri studi si sono concentrati sui fattori che potevano determinare la sua distribuzione 
geografica (Southward, 1976; Crisp et al., 1981; Burrows, 1988; Pannacciulli 1995; Pannacciulli & 
Relini, 2000; O'Riordan et al., 2010). Altri autori si sono concentrati invece sulla risposta di C. 
montagui ai cambiamenti climatici su scala decennale ed in particolare dell’influenza della North 
Atlantic Oscillation (NAO) sulle fluttuazioni nella dinamica delle comunità della fascia intertidale, in 
particolare per quanto riguarda C. montagui (specie di acque temperate-calde) e Semibanaus 
balanoides (specie di acque fredde) (Southward et al., 1975; Southward 1991; Poloczanska et al., 
2008; Mieszkowska et al., 2014). 
Studi approfonditi si sono occupati anche della struttura genetica e della diversità molecolare tra 
le popolazioni atlantiche e mediterranee di questo cirripede. 
Per primi, Dando et al., nel 1979, confrontarono campioni di C. montagui provenienti dal 
Mar Mediterraneo (in particolare da Venezia) e campioni del sud-ovest dell’Inghilterra 
(provenienti da Harlyn Bay e da Plymouth) rilevando una netta distinzione tra le località 
mediterranee e quelle atlantiche in base alla mobilità elettroforetica di un set di alloenzimi. Le 
frequenze alloenzimatiche differivano tra il campione di Venezia e quelle del Regno Unito, 
suggerendo l’esistenza di un possibile cline geografico per questa specie. 
A partire dal 1981, Dando & Southward ipotizzarono che ci fosse una effettiva 
differenziazione genetica tra le popolazioni atlantiche e mediterranee di C. stellatus e di C. 
montagui, ipotesi confermata nel corso degli anni successivi da vari studi condotti mediante 
l’impiego di diversi marcatori molecolari come gli alloenzimi (Pannacciulli et al., 1997), i marcatori 
microsatellitari (Fontani, 2008), l’Internal Transcribed Spacer (regione ITS), il fattore di elongazione 
1α (EF-1α) e la subunità I della citocromo ossidasi (COI) (Shemesh et al, 2009). Secondo questi 
autori, le cause di questa divergenza potrebbero essere dovute alla storia naturale del bacino del 
Mediterraneo che, nel corso delle ere geologiche, avrebbe promosso la differenziazione genetica. 
Infatti, sia durante la crisi del Messiniano, avvenuta circa 5,5 milioni di anni fa (Hsϋ et al., 1977; 
McCullach & De-Deckker, 1989), che durante il Quaternario, con l’alternarsi di periodi glaciali ed 
interglaciali (Blanc, 1968), la comunicazione tra Oceano Atlantico e Mar Mediterraneo sarebbe 
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venuta a mancare causando una separazione fra le popolazioni atlantiche e mediterranee di C. 
stellatus e C. montagui. 
Dando & Southward (1981) analizzarono campioni spagnoli di C. montagui ipotizzando che 
l’area di discontinuità tra il pattern atlantico e il pattern mediterraneo dovesse trovarsi nell’area 
tra Salobrena e Calpe, sulle coste spagnole. Essi condussero uno studio sul locus della 
fosfoglucomutasi (PGM) rilevando una discontinuità marcata delle frequenze alleliche in 
corrispondenza della costa sud-orientale della Spagna. Questa differenziazione fu imputata a 
correnti costiere che, allontanandosi dalla costa in prossimità del fronte Almeria Oran, creavano 
discontinuità spaziale tra le popolazioni. Le differenze nelle frequenze alleliche dei loci della 
fosfoglucomutasi (PGM) e della fosfoglicerolochinasi (PGK) fecero ipotizzare l’esistenza per C. 
montagui di popolazioni diversificate (Dando & Southward, 1981). 
Pannacciulli et al. (1997), analizzando campioni prelevati dallo Stretto di Gibilterra, 
dimostrarono che questi ultimi erano geneticamente affini alle popolazioni atlantiche andando 
così a confermare l’ipotesi secondo cui la maggiore barriera al flusso genico fosse rappresentata 
dal fronte Almeria-Oran. Nel dettaglio, Pannacciulli et al. (1997) osservarono che C. stellatus, 
analizzato mediante alloenzimi, pur mostrando una bassa strutturazione (risultato dell’efficace 
flusso genico tra le popolazioni), presentava differenziazione genetica nella transizione tra i due 
bacini in particolar modo in relazione al locus GOT. La differenziazione genetica di C. montagui, 
nell’ambito dello stesso studio condotto da Pannacciulli et al. (1997), mostrò invece una 
differenziazione marcata tra Atlantico e Mediterraneo per tutti e 5 i loci analizzati ed in particolare 
per il locus PGM.  
Gli studi appena descritti, suggeriscono che le presenti condizioni idrografiche 
contribuirebbero a mantenere in posizione la divergenza generata nel corso delle ere geologiche 
fra popolazioni atlantiche e mediterranee di C. montagui e C. stellatus. In particolare, il fronte 
Almeria-Oran, ubicato nel Mare di Alboran e situato ad est dello Stretto di Gibilterra, impedirebbe 
lo scambio di larve tra i due lati del fronte (Dando & Southward, 1981; Pannacciulli et al., 1997; 
Shemesh et al, 2009) così promuovendo la separazione fra gli ctamali dei due bacini. 
All’interno del bacino del Mediterraneo, Piccolin (2014) e Fontani (2008) evidenziarono che 
C. montagui presenta livelli di strutturazione genetica generalmente bassi ma significativi. In 
particolare era stata ipotizzata anche una differenziazione genetica tra le popolazioni del Mar Egeo 
e del Mar Nero, ipotesi in seguito smentita nonostante l’evidente separazione geografica dei due 
bacini ed il sistema degli Stretti del Bosforo e dei Dardanelli (Pannacciulli et al., 1997). L’alternarsi 
14 
 
nella direzione delle correnti, che trasportano le larve, nelle varie stagioni dell’anno, condurrebbe 
ad una omogeneità nelle popolazioni di C. montagui tra Mar Nero e Mar Mediterraneo. Questi 
risultati furono confermati anche da altri due studi successivi condotti da Shemesh et al. (2009) 
mediante l’utilizzo dell’EF-1α e della COI, e da Maracci (2013) che ha condotto un’analisi mediante 
sei marcatori microsatellitari. 
Il presente studio ha l’obiettivo di andare ad indagare la strutturazione genetica di C. 
montagui e si avvale di strumenti molecolari con un alto potere risolutivo come i marcatori 
microsatellitari. Questa scelta è dettata dal disegno di campionamento a media scala spaziale, con 
distanza massima tra località di 1500 km, e dall’alta capacità di dispersione larvale della specie in 
esame. I microsatelliti si sono confermati in studi pregressi marcatori molecolari efficaci e sensibili 
per C. montagui, capaci di discriminare una variabilità genetica superiore rispetto agli altri 
marcatori genetici impiegati negli studi precedenti come la COI (Shemesh et al., 2009) e gli 
alloenzimi (Pannacciulli et al., 1997). 
 
1.4.2 Inquadramento sistematico 
Chthamalus montagui (Southward, 1976) è un crostaceo marino appartenente alla famiglia 
Chthamalidae, sottordine Balanomorpha, ordine Thoracica incluso nella classe Cirripedia. 
L’identificazione di questa specie si deve a Southward che nel 1976 la riclassificò 
distinguendola dalla specie affine Chthamalus stellatus (Darwin, 1854). 
 
 
Figura 1.1: Gruppo di adulti di Chthamalus montagui. 
 
I cirripedi sono gli unici crostacei marini sessili con dimensioni variabili da pochi millimetri 
fino ad una ventina di centimetri; sono organismi a sviluppo indiretto caratterizzati da stadi larvali 
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naupliari planctonici, che assicurano in genere una buona dispersione, e da uno stadio adulto 
sessile.  
Come tutti gli artropodi, i cirripedi presentano il fenomeno della metameria, il loro corpo è 
infatti suddiviso in una serie di segmenti ripetuti, in questo caso in numero di 16 ed apprezzabili 
solo nelle forme larvali, e dotati di appendici pari che si realizzano in sei paia di arti bifidi 
multiarticolati presenti nella porzione toracica del corpo e detti “cirri” che danno appunto il nome 
a questa classe. 
 
1.4.3 Aspetti morfologici fondamentali 
Chthamalus montagui presenta un mantello che si ricopre di piastre calcaree tipiche dei 
cirripedi balanomorfi, andando a formare un vero e proprio guscio che racchiude l’intero 
organismo e in cui si individuano tre parti: la base, la muraglia e l’apparato opercolare. La base, 
che in questo caso è membranosa, è la superficie inferiore con cui l’organismo si ancora 
saldamente al substrato grazie alla presenza delle ghiandole del cemento in essa presenti. La 
muraglia è formata da sei piastre calcaree disposte a forma di tronco di cono (in cui si individuano 
bene le piastre terminali dette carena e rostro) e sormontate da un apparato opercolare che si 
compone di quattro valve mobili, i terga e gli scuta, mosse da muscoli adduttori che consentono 
all’animale di estroflettere i cirri ed il pene per la ricerca del cibo e per la riproduzione. La porzione 
toracica presenta sei paia di cirri, ognuno dei quali è costituito da due segmenti basali, i pedicelli, 
da cui si dipartono due lunghi rami, l’esopodite e l’endopodite, formati a loro volta da numerosi 
segmenti dotati di lunghe setole. Le appendici caudali sono molto ridotte, sono uni o 
pluristratificate e poste dietro il sesto paio di cirri ed alla base del pene. 
Come già accennato, C. montagui risulta morfologicamente simile alla specie congenere C. 
stellatus, tuttavia si possono notare diversi tratti morfologici distintivi (Southward, 1976): 
 l’apertura opercolare in C. montagui assume una forma romboidale “ad aquilone” 
mentre in C. stellatus è ovale o subcircolare; 
 l’articolazione tergo-scutale in C.montagui si trova a meno di un terzo della distanza 
fra la carena ed il rostro diventando concava in prossimità del rostro, in C. stellatus invece 
si trova a più di un terzo della linea mediana dell’opercolo e diventa convessa in prossimità 
del rostro; 
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 la membrana tergo-scutale in C. montagui è di colore azzurro-blu con margini 
marroni e neri mentre in C. stellatus è blu brillante con margini neri ed una macchia 
centrale di colore arancione; 
 cirro I: alla sua base in C. stellatus sono presenti spine coniche, assenti invece in C. 
montagui; 
 cirro II: in C. montagui su entrambi i suoi rami vi sono setole “pettinate” mentre in 
C. stellatus i rami sono dentati. 
 
 
Figura 1.2: C. montagui (sinistra) e C. stellatus (destra) a confronto. 
 
1.4.4 Riproduzione, dispersione larvale e sviluppo 
Chthamalus montagui è un ermafrodita sufficiente che si riproduce per fecondazione 
interna compiendo sia autofecondazione, sia fecondazione incrociata, visto che quasi sempre si 
trova in numerosi gruppi di individui conspecifici (Southward, 1976; Crisp, 1981; Pannacciulli, 
1995). Gli ovari pari chiamati ovisacchi si trovano alla base del mantello e sono dotati di ovidotti 
che si aprono proprio sotto il primo paio di cirri mentre il pene impari può essere protruso fuori 
dal corpo ed introdotto nella cavità mantellare di un altro individuo vicino per la deposizione dello 
sperma. La copula induce la deposizione delle uova: le masserelle di sperma deposte alla base dei 
cirri raggiungono le uova all’interno degli ovisacchi che, lungo il periodo di incubazione, 
progressivamente degenerano. Al momento della schiusa, dalle uova escono larve planctotrofiche 
di tipo nauplius, caratterizzate da un carapace triangolare a forma di scudo. Si susseguono sei 
diversi stadi naupliari seguiti da un’ultima larva lecitotrofica di tipo cipris, dotata già delle sei paia 
di appendici toraciche caratteristiche e con il corpo racchiuso in un carapace bivalve. E’ proprio la 
cipris a prendere contatto con il substrato, ad aderirvi grazie alle prime antenne che portano le 
ghiandole del cemento e a metamorfosare poi nella forma giovanile (Figura 1.3). 
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Figura 1.3: I diversi stadi del ciclo riproduttivo di un crostaceo cirripede. 
 
Il numero dei cicli riproduttivi di C. montagui può variare da uno a più di due per anno 
(Burrows et al., 1992) ed è influenzato dalla temperatura, dall'altezza occupata sulla costa e dalla 
classe d'età dell'individuo (O'Riordan et al., 1992). Per quanto riguarda il numero di uova per 
individuo, questo varia in base alla disponibilità di cibo (Burrows et al., 1992). In condizioni ottimali 
dallo sviluppo dell'ovario alla schiusa delle uova potrebbe intercorrere anche solo qualche 
settimana (Barnes & Barnes, 1965; Anderson, 1994). La riproduzione avviene principalmente nei 
mesi estivi (giugno-agosto) (O'Riordan et al., 1995; Pannacciulli & Falautano, 1999). Studi condotti 
in Irlanda hanno tuttavia dimostrato che gli organi riproduttivi maschili e femminili non 
degenerano mai del tutto, una piccola percentuale di organismi è in grado di compiere il ciclo 
riproduttivo anche in altri periodi dell'anno (O'Riordan et al., 1995). In particolare, le gonadi 
maschili restano sempre attive mentre gli ovari femminili sono in grado di produrre uova 
all'instaurarsi di condizioni ambientali favorevoli (Barnes, 1989). Un ruolo importante nella 
riproduzione lo gioca la latitudine, il cui effetto principale si ripercuote sui tempi di inizio della 
stagione riproduttiva con quattro mesi di differenza tra il bacino del Mediterraneo in cui inizia a 
febbraio e la Scozia dove si verifica a partire dai primi giorni di giugno (Burrows et al., 1992; 
O'Riordan et al., 1992, 1995; Pannacciulli & Falautano, 1999). 
In seguito alla schiusa i nauplii, grazie alle correnti ed all’idrodinamismo, entrano nella fase 
di dispersione larvale della specie. Il reclutamento è influenzato da tutti quei processi implicati nel 
trasporto fisico delle larve sia vicino sia lontano da costa. Un peso notevole ce l'hanno sia fattori a 
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larga scala come i processi idrodinamici offshore (Barnes, 1956; Raimondi, 1990), sia fattori a 
piccola scala come la turbolenza dell'acqua a livello locale. L'inizio e la sincronizzazione del 
reclutamento su costa sono influenzati anche da fattori come le fluttuazione della temperatura 
intertidale (Range & Paula, 2001), la latitudine e l'altezza occupata sulla costa (O'Riordan et al., 
2004). L'inizio della riproduzione ovviamente vincola molto anche l'inizio e la durata del periodo di 
reclutamento (Pannaccuilli & Relini, 1999; O'Riordan et al., 2004), spostandosi verso nord il 
reclutamento inizia più tardi ed ha una durata minore (Range & Paula, 2001). Avvicinandosi al 
limite superiore della sua distribuzione, C. montagui potrebbe incontrare condizioni ambientali 
sub-ottimali, Southward (1976) e Burrows et al. (1999) suggeriscono infatti un possibile fallimento 
dei nauplii o tempi troppo lenti di sviluppo dovuti alle basse temperature. 
 
1.4.5 Aspetti ecologici generali 
Chthamalus montagui presenta un areale di distribuzione vasto, tipico di una specie ad 
ampia dispersione larvale. Questo cirripede è presente nella porzione nord-orientale dell'Oceano 
Atlantico, lo troviamo infatti sulle coste di Regno Unito ed Irlanda (la cui distribuzione è mostrata 
in particolare in figura 1.4), Francia, Spagna e Portogallo (Crisp et al., 1981). 
Nel Regno Unito ha il suo limite settentrionale nel nord della Scozia, a sud di Aberdeen 
(Riley, 2002), dovuto alla bassa temperatura dell'acqua e all’elevato idrodinamismo (Crisp et al., 
1981). Il limite meridionale è rappresentato invece dall'Isola di Wight, nel Canale della Manica, 
dovuto alla natura del substrato (Hawkins & Jones, 1992; Herbert & Hawkins, 2006). Quest’ultimo 
è costituito infatti da rocce di arenaria molto friabili in cui si verificano frequenti frane (Crisp et al., 
1981) che, provocando un aumento della sedimentazione, causano fenomeni di abrasione sulle 
rocce rendendo il substrato inadeguato all’insediamento delle reclute di C. montagui.  
 
19 
 
 
Figura 1.4: Distribuzione di C. montagui nel Regno Unito ed Irlanda (Hawkins & Jones, 1992). 
 
Per quanto riguarda il Mediterraneo, C. montagui è presente su tutte le coste europee che 
vi si affacciano (Crisp et al., 1981; Pannacciulli et al., 1997; Shemesh et al., 2009). La sua 
distribuzione è discontinua invece sulle coste africane dove è presente in Marocco fino ad Hal 
Hoceima mentre in Algeria resta da verificare (Shemesh et al., 2009). C. montagui ha colonizzato 
anche il bacino del Mar Nero attraverso il sistema degli stretti del Bosforo e dei Dardanelli 
(Pannacciulli et al., 1997; Shemesh et al., 2009). Nei sistemi insulari mediterranei, fatta eccezione 
per l'isola di Malta (Dando, 1987), è assente o presente in qualche caso sporadico. Uscendo dallo 
Stretto di Gibilterra, non è stata riscontrata la sua presenza alle isole Azzorre, alle Canarie e a 
Madeira (Crisp et al., 1981; Shemesh et al., 2009). 
Per quanto riguarda la distribuzione verticale sulla costa, C. montagui colonizza le coste 
rocciose nella fascia intertidale preferendo le posizioni più elevate e le coste più protette 
dall'idrodinamismo (Southward, 1976). Questo si verifica soprattutto quando si ha 
sovrapposizione con C. stellatus che preferisce invece coste esposte al moto ondoso, altezze 
minori sulla linea di costa e zone ombreggiate ed umide (Southward, 1976; Crisp et al., 1981). 
Questa sovrapposizione di areale si ha sia lungo le coste atlantiche che in quelle del bacino 
mediterraneo (Crisp et al., 1981). La distribuzione delle due specie è influenzata da molteplici 
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fattori quali la dispersione larvale, l'insediamento, lo sviluppo e la mortalità giovanile (Burrows, 
1988). La distribuzione verticale delle reclute di C. montagui non corrisponde alla distribuzione 
degli adulti (Burrows, 1988), la prima si concentra soprattutto nella parte bassa della costa mentre 
la seconda è maggiore a livelli medi di marea, questo è dovuto alla elevata mortalità post-
reclutamento nella fascia bassa della costa (Sousa et al., 2000). Una spiegazione potrebbe 
risiedere nel fatto che, mentre le cipris di C. stellatus sono molto sensibili allo stress da 
essiccamento nelle prime fasi dell’insediamento, le cipris di C. montagui necessitano invece di 
esposizione all’aria per poter consolidare le placche della muraglia e portare a termine il loro 
sviluppo (Burrows, 1988). La resistenza all'essiccamento potrebbe essere conferita dalla 
particolare morfologia delle placche opercolari (Foster, 1971). 
La distribuzione di C. montagui a diverse scale spaziali è controllata anche da fattori biotici 
come i processi di competizione, facilitazione e predazione all'interno delle comunità. Sono 
meccanismi che agiscono a basse scale spaziali ma che si ripercuotono anche ai livelli superiori 
(O'Riordan et al., 2010), esempio emblematico è la competizione per la colonizzazione del 
substrato che ha grossi effetti sulla zonazione verticale di ampi tratti di costa. L'abbondanza di C. 
montagui è influenzata dall'interazione diretta o indiretta con alghe ed erbivori (O'Riordan et al., 
2010). C. montagui e le alghe competono per il substrato (Benedetti-Cecchi et al., 2000) mentre gli 
erbivori rimuovendo le alghe facilitano la colonizzazione del substrato da parte di C. montagui 
(Zabin & Altieri, 2007). Quando si raggiungono densità elevate di C. montagui, l'attività degli 
erbivori potrebbe essere ostacolata con un conseguente calo della loro abbondanza ed un 
progressivo aumento della copertura algale, determinando un effetto negativo indiretto su C. 
montagui (Benedetti-Cecchi et al., 2000). 
In Atlantico la coppia di fattori abiotici che guidano maggiormente la distribuzione sulla 
linea di costa sembrano essere temperatura ed esposizione all'idrodinamismo. L'esposizione al 
moto ondoso non deve essere sempre correlato in modo negativo alla presenza e all'abbondanza 
di C. montagui ma bisogna considerare i valori di temperatura associati. Nella penisola iberica 
infatti, nonostante la marcata esposizione, C. montagui è stato trovato a tutte le altezze sulla 
costa. Questo è dovuto probabilmente ai valori miti di temperatura che creano condizioni 
favorevoli per la sua sopravvivenza (Sousa et al., 2000; Range & Paula, 2001; Cruz et al., 2005; 
Suarez & Arrontes, 2008).  
In Mediterraneo invece, il principale fattore responsabile della distribuzione verticale è 
l'esposizione al moto ondoso (Pannacciulli & Relini, 2000). Ciò è stato dimostrato nello studio 
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condotto da Pannacciulli e Relini (2000) che ha preso in considerazione il golfo di Genova, 
caratterizzato da elevato idrodinamismo e da escursioni di marea di soli 30 centimetri, ed il golfo 
di Trieste, caratterizzato invece da idrodinamismo moderato ed escursioni di marea di circa un 
metro. I risultati hanno mostrato che C. montagui e C. stellatus a Trieste erano presenti nella sola 
zona intertidale mentre a Genova la loro distribuzione sulla costa era più ampia in relazione al 
maggiore idrodinamismo. Ciò è dovuto a fattori fisici (Barnes & Barnes, 1964): i cirripedi che 
occupano posizioni elevate sulla costa sperimentano condizioni ambientali estreme dove fattori 
come la scarsità di acqua e la conseguente mancanza di cibo, unito allo stress da essiccamento e 
all'elevata temperatura dell'aria sono altamente limitanti (Pannacciulli & Relini, 2000). 
 
1.5 I MARCATORI MICROSATELLITARI 
 
Gli strumenti di indagine ad ora più sfruttati per rilevare e quantificare la variabilità 
genetica sono i marcatori molecolari. Un marcatore molecolare è un locus genico, rilevabile con 
sonde specifiche (primer), che caratterizza e contraddistingue la porzione cromosomica in cui 
risiede e rileva eventuali differenze alleliche presenti nella sequenza di DNA in analisi evidenziando 
polimorfismi.  
I marcatori molecolari impiegati in questo lavoro di tesi sono stati i microsatelliti, utilizzati 
in studi di genetica di popolazione fin dai primi anni novanta (Ellegren, 1992). I microsatelliti, 
disseminati all’interno dei genomi procariotici ed eucariotici, sono ripetizioni di sequenze mono-, 
di-, tri- o tetra-nucleotidiche di DNA anche se è possibile trovare anche ripetizioni penta- o esa-
nucleotidiche (Ellegren, 1992). I microsatelliti sono tra le sequenze di DNA più variabili nel genoma 
(Weber, 1990) e gli alleli di un determinato locus microsatellitare differiscono non per il motivo di 
base ma per il numero di ripetizioni e, di conseguenza, per la loro lunghezza.  
Alla base dell’elevato polimorfismo, ci sono due forze opposte, le mutazioni che provocano 
il cambiamento di lunghezza del frammento e le mutazioni puntiformi (Bell & Jurka, 1997; 
Kruglyak et al., 1998). Le mutazioni si verificano in seguito allo slittamento, avanti o indietro, della 
DNA polimerasi durante la replicazione. In questa fase, i filamenti possono dissociarsi e riallinearsi 
fuori registro: se il riallineamento introduce un loop sul filamento di nuova sintesi, il risultato finale 
sarà un incremento della lunghezza del frammento ripetuto mentre, se il loop si crea sul filamento 
templato, si avrà una diminuzione della lunghezza del filamento ripetuto. La frequenza di questi 
errori aumenta al crescere del numero di ripetizioni, favorendo alleli con un alto numero di 
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ripetizioni. Lo slittamento della DNA polimerasi si verifica anche nei processi di amplificazione in 
vitro, in questo caso però si ha tendenzialmente una riduzione nel numero di ripetizioni. Le 
mutazioni puntiformi, invece, interrompono le lunghe serie di ripetizioni in unità più piccole, 
motivo per cui i microsatelliti non si espandono in serie enormi di ripetizioni. 
Il tasso di mutazione dei microsatelliti varia fra 10-2 – 10-5 eventi per generazione, valori 
piuttosto elevati se paragonati con quelli di altre regioni neutrali del DNA (10-9 – 10-10) (Hancock, 
1999). 
Le regioni che fiancheggiano il microsatellite sono solitamente conservate e rappresentano 
i siti di attacco a cui andranno a legarsi i primer. Attraverso l’impiego di queste sonde in reazioni di 
PCR è possibile andare ad amplificare queste regioni, intersperse in tutto il genoma, e rendere 
rilevabili tali ripetizioni mediante tecniche elettroforetiche. I microsatelliti sono in grado quindi di 
evidenziare una diversità genetica notevole anche a piccola scala temporale e spaziale, poiché i 
polimorfismi sono localizzati in regioni ipervariabili e non codificanti del genoma, non sono 
sottoposti ai vincoli della selezione naturale e risultano quindi molto adatti per studi di genetica di 
popolazione. 
 
1.6 OBIETTIVI 
 
Il presente lavoro di tesi si propone di analizzare gli effetti di marginalità e perifericità sulla 
struttura genetica del crostaceo cirripede C. montagui in ambito atlantico, in particolare nel Regno 
Unito, considerato il limite settentrionale dell'areale di distribuzione della specie. Nel dettaglio, 
l'analisi è stata condotta impiegando sei marcatori molecolari microsatellitari specie-specifici con 
lo scopo di andare ad integrare e completare lo studio precedente condotto da Fontani (2008). 
Fontani ha analizzato i sei campioni riportati nell'analisi (Skerray, Scourie, Minehead, 
Woolacombe, Peveril Point e Freshwater) per tre loci microsatellitari, in particolare CM2/15, 
CM4/5 e CM5/23, mentre per i campioni di Skerray e Freshwater ha fornito risultati anche per i 
loci CM4/3, CM5/18 e CM9/11. 
Il mio compito è stato quello di analizzare, per i quattro campioni rimanenti, i tre loci 
microsatellitari mancanti (CM4/3, CM5/18 e CM9/11) e di cercare di colmare gli insuccessi 
ottenuti da Fontani per i restanti tre. 
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2. MATERIALI E METODI 
 
2.1 LOCALITÀ ANALIZZATE E CAMPIONAMENTI 
 
I campioni presi in considerazione nel presente lavoro sono stati raccolti nei mesi di 
settembre ed ottobre 2002 e provengono dalle sei località indicate in Figura 2.1 e i cui dettagli 
sono forniti in Tabella 2.1. 
 
 
Figura 2.1: Località di campionamento di C. montagui nel Regno Unito (Google Earth).  
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Tabella 2.1: Località, regione geografica, numero di individui analizzati per campione, 
abbreviazione del campione e coordinate geografiche. 
 
LOCALITA' 
NUMERO INDIVIDUI 
PER CAMPIONE 
ABBREVIAZIONE 
COORDINATE 
GENOGRAFICHE 
Skerray (Sutherland) 25 SKER 
4.28 W 
58.54 N 
Scourie (Sutherland) 27 SCOU 
5.16 W 
58.40 N 
Minehaed (Somerset) 32 MINE 
3.43 W 
51.21 N 
Woolacombe (Devon) 31 WOOL 
4.21 W 
51.17 N 
Peveril Point (Dorset) 29 PEVE 
1.95 W 
50.61 N 
Freshwater Bay (Hants) 32 FRESH 
1.41 W 
50.63 N 
 
Delle sei popolazioni località considerate, Skerray in Scozia e Freshwater Bay sull’Isola di 
Wight, sono considerate periferiche, poiché si trovano ai margini dell’areale di distribuzione della 
specie. A queste ultime si aggiunge una località marginale che proviene dalla località di Minehead 
situata nel canale di Bristol, considerato un ambiente marginale per la specie a causa della bassa 
salinità e dell’elevato tasso di sedimentazione dovuti all’influenza del fiume Severn. Le restanti 
località, Scourie, Woolacombe e Peveril Point, sono invece considerate centrali (Hawkins & Jones, 
1992; Herbert & Hawkins, 2006). 
In ogni località sono stati prelevati una cinquantina di individui di C. montagui. Ogni 
individuo, rimosso dal substrato, è stato fissato in etanolo al 96% e conservato a -20°C. Per 
ciascuna località sono stati analizzati circa 30 individui (Tabella 2.1), numero ritenuto necessario 
per ottenere stime di variabilità genetica statisticamente attendibili utilizzando marcatori 
microsatellitari. 
 
2.2 ESTRAZIONE DEL DNA 
 
Il DNA di quasi tutti gli individui è stato estratto nel 2003 nell'ambito della tesi di dottorato 
di Fontani (2008), tuttavia per alcuni campioni è stato necessario effettuare estrazioni ex novo per 
aumentare il numero di individui per località. Prima di applicare il protocollo di estrazione, ogni 
individuo è stato osservato allo stereoscopio e, grazie all’uso di pinzette sterilizzate, è stato privato 
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delle sue componenti calcaree (muraglia ed opercolo) e di quelle organiche che potevano 
interferire con l’estrazione ed apportare materiale genetico estraneo come le uova, l’eventuale 
sostanza organica e i frammenti di detrito. Una volta effettuata questa operazione preliminare, è 
stato adottato il protocollo di estrazione del Salting Out (Aljanabi & Martinez, 1997) (Appendice 
A). La verifica della buona riuscita dell’estrazione è stata effettuata tramite corsa elettroforetica 
della durata di 60 minuti (d.d.p. 80 mV) su gel di agarosio all’1% contenente bromuro di etidio. Il 
bromuro di etidio è un agente intercalante del DNA che, quando sottoposto a raggi UV emessi da 
un transilluminatore, rende il DNA fluorescente e ne permette la visualizzazione (Figura 5). 
 
 
Figura 2.2: Esempio di corsa elettroforetica su gel di agarosio all’1% dove si può notare la banda 
del DNA estratto e una banda estesa di DNA degradato di peso molecolare inferiore. 
 
2.3 AMPLIFICAZIONE DEI FRAMMENTI: LA PCR 
 
Ogni individuo è stato analizzato per 6 loci microsatellitari. Il set di primer specie-specifici 
impiegato è stato disegnato da Pannacciulli et al. (2005), fatta eccezione per i loci CM4/3 e CM4/5 
i cui primer originali hanno dato in corso d'opera problemi di amplificazione e sono perciò stati 
ridisegnati da Maracci (2013) e Piccolin (2014) e nominati CM4/3 AF-AR e CM4/5 AF-AR. I 
frammenti amplificati con la coppia di primer CM4/3AF-AR sono sistematicamente più corti (-
24bp) rispetto a quelli amplificati con i primer disegnati da Pannacciulli et al. (2005), mentre quelli 
amplificati con la coppia CM4/5AF-AR sono sistematicamente più lunghi (+28bp). Ai frammenti 
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amplificati con queste coppie di primer sono state quindi aggiunte o sottratte, a seconda della 
necessità, le paia di basi in difetto o in eccesso, in modo tale da rendere perfettamente 
confrontabili tra loro i risultati ottenuti con i primer disegnati da Pannacciulli et al. (2005) e quelli 
ottenuti con i primer di nuovo disegno. 
Bisogna precisare quindi che, mentre Fontani (2008) ha utilizzato i primer CM4/3 e CM4/5, 
nel presente lavoro è impiegato il nuovo set di primer messi a punto da Maracci (2013) e Piccolin 
(2014) mostrato in Tabella 2.2. 
 
Tabella 2.2: Loci microsatellitari analizzati, motivo ripetuto, sequenze dei primer forward (F) e 
reverse (R), temperature di appaiamento. 
 
LOCUS RIPETIZIONE SEQUENZA PRIMER (5'-3') RANGE ALLELICO Tm (°C) 
CM2/15 (CA)10 
F: GTACGAGTGGCTTCGCTTG 
150 - 198 
54.5 
R: ATGTTTGCCATGATGTAGGC 52.1 
CM4/3  
AF-AR 
(GT)16AT(GT)2 
AF: GTGCAGTCTGCTCACAAACC 
174 - 202 
63.6 
AR: GAAAGCTGGTCAAGCTAACG 61.6 
CM4/5  
AF-AR 
(AC)29TCGC(AC)29 
AF: GTTTTGCCAGGTCGAGGC 
74 - 188  
65.9 
AR: TGAAGTCTGACATGGACGAAAG 64.2 
CM5/18 (TG)2TA(TG)2TT(TG)13 
F: GGGATGACTGCTCGATTAGG 
102 - 182 
53.2 
R: GCATGTACACGTCAAACACG 53.9 
CM5/23 (AC)3(GC)8(AC)36 
F: CGCTCTCCCTCAAAACTCC 
172 - 314 
53.3 
R: ACCGTGAGTAACAGCATACG 53.5 
CM9/11 (GT)13AG(GT)10 
F: ACAAGCCTTCGCCTCATTCC 
100 - 186 
56.3 
R: CCCACTTATCAACGCTTCTGC 55.6 
 
Il Master Mix impiegato nella PCR è mostrato in Tabella 2.3. 
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Tabella 2.3: Master Mix impiegata per amplificare i loci microsatellitari di interesse: reagenti, 
concentrazione iniziale (CI), concentrazione finale (CF), volumi utilizzati (V), volume finale (VF). 
 
 CI CF V 
Buffer (senza MgCl2) 10 x 1 x 1 µl 
MgCl2 25 mM 1.5 mM 0.6 µl 
dNTPs 2.5 µM 0.2 µM 0.8 µl 
Primer F 10 µM 10 µM 1 µl 
Primer R 10 µM 10 µM 1 µl 
H2O - - 4,5 µl 
JumpStart Taq DNA 
Polimerase 
5 U/µl 0.05 U/µl 0.1 µl 
DNA templato 30 ng/µl 3 ng/µl 1 µl 
VF   10 µl 
 
La tecnica della PCR (Polymerase Chain Reaction) si basa sul succedersi di cicli di 
amplificazione. In questo studio il primo step del ciclo di PCR prevede una denaturazione iniziale 
alla temperatura di 95°C per 15' con lo scopo di separare i due filamenti del DNA templato e 
consentire ai primer di appaiarsi al singolo filamento. Alla denaturazione iniziale, seguono 31 cicli 
di denaturazione-appaiamento-estensione, ciascuno dei quali a sua volta è formato da: 
 una denaturazione alla temperatura di 95°C per 30''; 
 una fase di appaiamento alla temperatura di appaiamento specifica di ogni coppia 
di primer per un tempo che decresce di 2'' ad ogni ciclo con un tempo iniziale di 1'32''; 
 una fase di estensione alla temperatura di 72°C per 30''. 
 
I 31 cicli di amplificazione creano un numero molto elevato di copie del DNA templato 
(Hillis et al., 1996), la reazione segue infatti un andamento esponenziale con una resa teorica pari 
a P=2n (dove P= quantità di amplificato ed n = n° di cicli di amplificazione). Il prodotto di ogni 
amplificazione funge da templato per l'amplificazione successiva e ad ogni ciclo la quantità di DNA 
disponibile per essere duplicato aumenta (Arnhein & Erlich, 1992). 
Ultimati i 31 cicli, si ha una fase di estensione finale alla temperatura di 72°C per 10' in cui 
la DNA polimerasi è in grado di completare tutti i filamenti di nuova sintesi prodotti nei cicli di 
amplificazione. L'intero processo è schematizzato in tabella 2.4. 
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Tabella 2.4: Ciclo della PCR. La temperatura di appaiamento (Tann) varia in base alla coppia di 
primer impiegati. 
 
Fase della PCR T(°C) Durata  
Denaturazione iniziale  95.0 15'  
Denaturazione 95.0 30''  
Appaiamento Tann 1'32'' (-2''/ciclo) 30 volte 
Estensione 72.0 30''  
Estensione finale 72.0 10'  
 
Le reazioni di PCR sono state condotte mediante l’uso del termociclatore MJ Research 
modello PTC-200. 
Per attribuire una taglia esatta ai frammenti ottenuti dall’amplificazione tramite PCR si è 
reso necessario l’utilizzo di un sequenziatore. A questo scopo i primer forward impiegati nello 
studio sono stati marcati con un’etichetta fluorescente, fluorocromo, all'estremità 5'. Il 
fluorocromo è una molecola che emette una specifica fluorescenza se sottoposta ad un fascio di 
luce di un determinata lunghezza d'onda e grazie alla quale il frammento risulta visibile al 
sequenziatore. Le fluorescenze impiegate nel presente lavoro sono di tre tipi: 6-FAM, HEX e NED e 
riportate in Tabella 2.5. 
 
Tabella 2.5: Elenco dei primer forward (F) impiegati, relative fluorescenze associate all'estremità 5' 
e spettri di emissione. 
 
PRIMER FLUORESCENZA (5') 
SPETTRO DI 
EMISSIONE 
CM2/15F 6-FAM Blu 
CM4/3AF HEX Verde 
CM4/5AF HEX Verde 
CM5/18F 6-FAM (NED) Blu(Giallo) 
CM5/23F 6-FAM Blu 
CM9/11F NED(6-FAM) Giallo(Blu) 
 
Prima di inviare i prodotti amplificati ad una ditta esterna (McLab - Molecular Cloning 
Laboratories, San Francisco, USA) per l'elettroforesi capillare, si è verificata la buona riuscita della 
PCR. A tale scopo i prodotti amplificati sono stati sottoposti ad una corsa elettroforetica su gel di 
agarosio al 2% contenente Bromuro di Etidio (Fgura 2.3). La corsa elettroforetica ha anche incluso 
il marcatore di corsa Ladder 100 bp (New England BioLabs). In ogni pozzetto del gel sono stati 
caricati 6 μl di prodotto amplificato e 5 μl di Orange-G per un totale di 11 μl. 
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Figura 2.3: Esempio di corsa elettroforetica per verificare la presenza dei prodotti amplificati 
tramite PCR. Si può notare, sotto la banda dei frammenti amplificati più intensa, la presenza della 
banda del primer-dimer e nell'ultima colonna la presenza del marcatore di corsa (Ld). L’esempio 
riporta 12 individui provenienti da varie località ed amplificati per il locus CM9/11. 
 
Una volta confermata la corretta amplificazione dei campioni, questi sono stati caricati in 
piastre da 96 pozzetti per invio alla ditta esterna (McLab) per l’analisi dei frammenti. In ciascun 
pozzetto della piastra sono stati caricati 3 μl di prodotto amplificato per ciascun campione da 
analizzare. Per ottimizzare il sistema a quattro capillari del sequenziatore ABI 3730XL impiegato 
dalla McLab, per cui in una singola corsa si possono avere informazioni relative a tre loci 
microsatellitari differenti, in ciascun pozzetto sono stati caricati fino a tre campioni diversi 
associati ai tre diversi fluorocromi (6-FAM, HEX o NED). In ciascun pozzetto perciò sono stati 
caricati da un minimo di 3 ad un massimo di 9 μl di prodotti amplificati fluorescenti (3 μl per 
campione). Una volta caricati tutti i campioni nei 96 pozzetti della piastra, quest'ultima è stata 
posta aperta all'interno del termociclatore ABI 3700 impostato su una temperatura di 37°C e con il 
coperchio alzato, per il tempo necessario a disidratare i prodotti amplificati presenti nei pozzetti. 
Ciò garantisce un miglior mantenimento dei campioni durante il viaggio fino agli Stati Uniti. Una 
volta disidratati i campioni, la piastra è stata chiusa con le apposite strip di tappi, ricoperta con 
carta di alluminio, per evitare il decadimento della fluorescenza indotto dall'esposizione alla luce, 
e spedita alla McLab per essere analizzata. La McLab si preoccupa quindi di inserire nei pozzetti 
uno standard di riferimento che emette fluorescenza nello spettro dell'arancione: l'Orange DNA. 
Durante la corsa dei frammenti all'interno del sequenziatore, un raggio laser è puntato sul 
capillare eccitando i fluorocromi, la fluorescenza emessa è rilevata per mezzo di una camera ottica 
ed i segnali sono memorizzati e tradotti in forma grafica (cromatogramma) da appositi algoritmi. 
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2.4 ANALISI DEI FRAMMENTI: IL CROMATOGRAMMA 
 
La McLab, analizzata la piastra, spedisce via email i risultati sotto forma di file in formato 
“.fsa”, che, grazie al programma Peak Scanner v1.0 (Applied Biosystems), possono essere 
visualizzati ed analizzati. L'output dell'analisi mediante elettroforesi capillare è un cromatogramma 
in cui sono riportati, in ascissa, la taglia dei frammenti espressa in paia-basi ed, in ordinata, 
l’intensità del segnale fluorescente. I singoli picchi sono stati misurati direttamente mentre in 
presenza di stutter bands è stato considerato il picco più alto. Questo fenomeno è dovuto ad errori 
di “slittamento” della DNA polimerasi che, lungo il processo di duplicazione, tende a dimenticare, 
anziché aggiungere, ripetizioni della sequenza microsatellitare. Possono crearsi, quindi, artefatti 
legati alla tecnica impiegata e dovuti soprattutto alla sovrapposizione del segnale causata dalla 
presenza all’interno di uno stesso pozzetto di fluorescenze diverse. I picchi “veri” (Figura 2.4), 
dovuti all'allele effettivo ed i picchi “falsi”, frutto invece di artefatti, sono distinguibili fra loro se si 
presta attenzione alla conformazione alla base del picco, allargata per i primi e più stretta per i 
secondi.  
 
 
Figura 2.4: Esempio di cromatogramma per i loci CM9/11, CM4/3 e CM5/18 analizzato tramite il 
software Peaks Scanner v1.0 (Applied Biosystem). Si possono notare tutte e quattro le 
fluorescenze: 6-FAM (blu), HEX (verde), NED (giallo anche se è stato sostituito col colore nero per 
facilitarne la visualizzazione) e Orange DNA, standard di riferimento (arancione). In particolare 
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l’individuo analizzato per il locus CM9/11 (6-FAM) risulta eterozigote, i suoi alleli misurano 112.5 
bp e 116.77 bp e sono preceduti da stutter bands; per i loci CM4/3 (HEX) e CM5/18 (NED) sono 
stati analizzati invece individui omozigoti che presentano due alleli della stessa dimensione e 
rispettivamente di 150.91 bp per il CM4/3 e di 127.78 bp per il CM5/18. 
 
In seguito alla fase di analisi dei cromatogrammi, ad ogni frammento è stata così assegnata 
una dimensione a due cifre decimali ed in seguito, per ogni locus, sono state costruite classi di 
taglia con ampiezza 0.1 bp in cui sono stati ripartiti tutti i dati ottenuti. A loro volta le classi di 
taglia sono state raggruppate all'interno di classi alleliche di ampiezza 2 bp (questo perché i loci 
microsatellitari in esame sono formati da ripetizioni di 2 bp), in modo da minimizzare la varianza 
della distribuzione di frequenza delle classi di taglia all'interno di ogni classe allelica. Ogni classe 
allelica ha una denominazione propria e tutti i frammenti amplificati inclusi al suo interno sono 
trattati come se fossero lo stesso allele. In questo modo sono state stabilite le dimensioni degli 
alleli per ciascun locus. 
 
2.5 ANALISI STATISTICA DEI DATI 
 
Il dataset definitivo è formato da 176 individui di C. montagui ripartiti in sei località 
geografiche ed analizzati per sei loci microsatellitari. 
Le analisi statistiche effettuate sono: 
 
 Test per la valutazione della presenza di Linkage Disequilibrium  
Il test per la verifica della presenza di Linkage Disequilibrium (LD) per ciascuna coppia di loci 
è stato effettuato usando il software Genepop on the web (Raymond & Rousset, 1995). Per LD si 
intende la presenza di geni in loci vicini sullo stesso cromosoma, che hanno un’elevata probabilità 
di essere trasmessi insieme attraverso la meiosi. Il LD è la combinazione di alleli specifici su loci 
differenti che si presentano insieme con una frequenza maggiore o minore rispetto a quella 
dovuta alla sola azione del caso ed è quindi contrastato dalla ricombinazione, decresce quindi ad 
ogni generazione che deriva da accoppiamenti casuali. Il LD è definito come la differenza fra la 
frequenza aplotipica attesa e quella osservata, può assumere valori positivi e negativi ed è indicato 
dalla lettera dell'alfabeto greco delta (Δ). Casi di LD permanente possono verificarsi grazie alla 
selezione naturale ad esempio se alcune combinazioni gametiche hanno un successo riproduttivo 
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maggiore di altre. Loci in tale condizione non possono essere quindi trattati come indipendenti, 
condizione necessaria per i modelli alla base della maggior parte delle analisi statistiche. 
 
 Test per la valutazione dell’equilibrio di Hardy-Weinberg 
L'equilibrio di Hardy-Weinberg (HW) è stato valutato grazie ad un test di permutazione con 
10000 pseudorepliche, utilizzando il software Genepop on the web (Raymond & Rousset, 1995). Al 
fine di minimizzare l'errore di tipo I, è stata applicata la correzione sequenziale di Bonferroni sui 
valori di probabilità (Hochberg, 1988). 
La legge di HW (Hardy, 1908; Weinberg, 1908; Stern, 1943) afferma che, in una situazione di 
stabilità in seguito ad accoppiamento casuale, le frequenze genotipiche all'interno di una 
popolazione a livello di un gene specifico raggiungano un valore di equilibrio. Se si considera un 
locus diallelico e gli alleli sono A ed a a cui rispettivamente sono associate le frequenze alleliche p 
e q, i tre possibili genotipi sono AA, Aa ed aa e le frequenze relative seguono l'espansione 
binomiale della seguente equazione: 
(p + q)2 = p2 + 2pq + q2 
Le due popolazioni sono in equilibrio di HW quando è soddisfatta l'equazione precedente, quindi 
quando omozigoti ed eterozigoti sono nelle proporzioni sopra indicate. In natura, questa 
equazione non è quasi mai soddisfatta, perché su di essa agiscono diverse forze evolutive, che 
fanno evolvere gruppi di organismi in popolazioni geneticamente distinte modificandone le 
frequenze alleliche (Hickman et al., 2003). Le forze agenti sono la deriva genetica, le mutazioni e la 
selezione naturale che portano ad una diversificazione delle popolazioni mentre le migrazioni 
agiscono in senso contrario portando ad omogeneizzazione (Gray, 1997). Bisogna inoltre tener 
presente l’accoppiamento assortativo che determina anch’esso una deviazione dalla condizione di 
equilibrio teorizzata da Hardy e Weinberg (Hickman et al., 2003). Tutti questi fenomeni, spesso, 
agiscono in sinergia influenzandosi a vicenda e rendendo più difficile la previsione delle frequenze 
alleliche all’interno di una popolazione (Hickman et al., 2003). 
 
 Stime di eterozigosità 
Le stime di eterozigosità sono state calcolate con il software GENETIX (Belkhir et al., 2000) 
mentre il t-test è stato effettuato con Microsoft Excel. Le stime di eterozigosità osservata ed attese 
dipendono dalla distribuzione delle frequenze alleliche e sono indicative della variabilità genetica 
esistente in una popolazione. 
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L'eterozigosità osservata, indicata con Ho, è la proporzione di individui eterozigoti osservati 
per ciascun locus, quindi, per un dato campione di dimensione N, si contano tutti gli individui 
eterozigoti Net e il rapporto Ho = Net / N è l'eterozigosità del locus. L’eterozigosità osservata è 
considerato il migliore estimatore della variabilità genetica quando una popolazione si discosta 
dall'equilibrio di HW (Archie, 1985). L'eterozigosità osservata può assumere valori compresi fra 0 
(assenza di eterozigosità) e 1 (la popolazione presenta un numero elevato di alleli con frequenza 
uguale).  
L'eterozigosità attesa (HE) è la probabilità che un genotipo preso a caso da una popolazione 
panmittica sia eterozigote ad un certo locus e dalla legge di HW segue che, per un locus diallelico:  
HE = 2p1 p2 = 1 – p12 – p22 
In generale quindi, per loci con un numero qualsiasi di alleli, segue che: 
HE = 1 – Σp2 
dove p è la frequenza allelica.  
Le eterozigosità ricavate per le singole popolazioni possono essere statisticamente messe a 
confronto mediante il t-test a due code applicato sui valori di ciascun locus trasformati in arcoseno 
√x (Archie, 1985). Il t-test permette di verificare infatti se le differenze tra le stime di eterozigosità 
osservate siano significative, in altre parole serve a verificare che le differenze osservate non siano 
frutto del caso. 
In generale, se nel confronto tra HE e Ho, Ho è minore, in altri termini un deficit di individui 
eterozigoti, si tende ad attribuire tale differenza a fenomeni di inbreeding, all'effetto Wahlund o 
alla presenza di alleli nulli; nel caso opposto, se Ho è maggiore di HE (eccesso di individui 
eterozigoti), si vede la causa in un contatto e relativo mescolamento di due popolazioni 
precedentemente isolate. 
 
 PIC (Polymorphism Information Content) 
Il grado di informazione, in altri termini dell’efficacia, di un marcatore genetico nei riguardi 
del polimorfismo all'interno di una popolazione, viene misurato con il parametro PIC, che 
rappresenta la percentuale di individui informativi, cioè per i quali è possibile distinguere la 
provenienza parentale degli alleli (Botstein et al., 1980). Questo dipende dal numero di alleli 
rilevabili e dalla loro distribuzione di frequenza. Il valore di PIC di un locus con l- alleli può essere 
calcolato come:  
PIC =  1 – Σli=1 Pi2 – Σl-1i=l  Σlj=i+1 2 Pi2 Pj2 
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dove Pi e Pj sono le frequenze nella popolazione dell'i-esimo e dell'j-esimo allele. Gli individui non 
informativi (per cui non è possibile attribuire la provenienza paterna o materna degli alleli) sono gli 
individui omozigoti e tutti i figli eterozigoti nati da genitori che sono entrambi eterozigoti (Botstein 
et al., 1980). È una modifica dell'eterozigosità attesa (HE). Il PIC è definito come la probabilità che il 
genotipo di un discendente possa consentire, in assenza di crossing over, la deduzione di quale dei 
due alleli dei genitori è stato ereditato (Guo et al., 1999). 
 
 Statistica F 
Con questa analisi, la suddivisione genetica tra popolazioni è stata quantificata mediante 
l'utilizzo della statistica F ed i parametri relativi sono stati calcolati mediante il software GENETIX 
(Belkhir et al., 2000). La statistica F rappresenta l'eccesso di omozigoti derivanti dall'inincrocio 
presenti nella popolazione, conseguenza inevitabile della struttura genetica delle popolazioni, se vi 
è differenziazione genetica fra popolazioni, questo significa che l'accoppiamento degli individui 
non avviene completamente in modo casuale ma che gli individui si accoppiano all'interno della 
propria sottopopolazione. Ciò si traduce nell'unione preferenziale degli alleli con il loro simile e 
quindi in un eccesso globale di omozigoti. In senso più generale, qualunque diminuzione 
dell'eterozigosità media della popolazione corrisponde ad un aumento dell'omozigosità di tutti o 
parte degli individui che la costituiscono, e quindi il coefficiente di fissazione ha esattamente lo 
stesso significato del coefficiente di inincrocio. 
Wright (1951; 1978) ha sviluppato tre indici per valutare la ripartizione delle popolazioni: 
FIS, FIT e FST . Miller (1974) ha applicato a questa statistica la tecnica di ricampionamento statistico 
del jackknifing, in modo da ottenere parametri indipendenti dalle dimensioni del campione e una 
stima della sua varianza (Weir & Cockerham, 1984; Weir, 1996).  
FIS detto “coefficiente di inincrocio” (Weir & Cockerham, 1984), è la probabilità che due alleli in un 
individuo per origine siano identici, autozigoti. In una stessa popolazione si calcola come:  
FIS = 1 - ( Ho / HE ) 
dove Ho è l'eterozigosità osservata e HE è l'eterozigosità attesa. Se FIS assume valori positivi, si ha 
inbreeding, deficit di eterozigoti rispetto a quelli previsti dalla legge di Hardy-Weinberg mentre 
valori negativi indicano outbreeding, un eccesso di eterozigoti.  
FIT è il “coefficiente di inincrocio totale” (Weir & Cockerham, 1984) con cui è stata stimata la 
correlazione dei gameti che si uniscono nell'insieme di tutte le popolazioni. È usato di rado. 
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FST, indicato da Weir & Cockerham (1984) con la lettera dell'alfabeto greco θ (coancestry 
coefficient), è detto anche “indice di fissazione”, si tratta di una stima della riduzione in 
eterozigosità di una popolazione in seguito a deriva genetica causata dalla suddivisione in 
sottopopolazioni. FST può assumere valori compresi tra zero (assenza di suddivisione tra le 
popolazioni quindi condizione di panmissia) ed 1 (situazione di isolamento completo dove si 
realizza totale divergenza genetica).  
 
 Stime di flusso genico 
L’indice di fissazione FST permette di stimare il flusso genico secondo la seguente formula 
(Wright, 1943): 
Nm = 0.25 ( 1 - FST ) / FST 
in cui Nm è il numero di migranti efficaci per generazione, cioè quelli che si riproducono nella 
popolazione in cui migrano.  
Il flusso genico è stato calcolato anche mediante il metodo degli alleli privati di Slatkin 
(1985) in base alla seguente formula: 
ln [p (1)] = a ln (Nm) + b 
in cui p (1) è la frequenza degli alleli privati mentre a e b sono costanti che dipendono dalla taglia 
del campione (Slatkin, 1985). 
 
 Test per la valutazione dell’isolamento da distanza: 
Per valutare la presenza di isolamento da distanza, è stato utilizzato l’approccio non-
parametrico del test di Mantel (Mantel, 1967) applicato alla matrice di distanza geografica 
(distanza nautica minima stimata con Google Earth) e a quella degli FST. Il coefficiente di Mantel (Z) 
ed il valore di probabilità relativo (P) sono stati ottenuti mediante un test di permutazione con 
10000 repliche utilizzando il software IBD on the web (Jensen et al., 2005). 
 
 PCoA (Principal Coordinate Analysis): 
L’ordinamento spaziale dei sei campioni geografici considerati nel presente lavoro 
mediante l’analisi multivariata PCoA è stato ottenuto mediante l’impiego del software GenAlEx 
(Peakal & Smouse, 2012). Si tratta di un metodo di analisi dei dati che permette di ordinare in uno 
spazio multidimensionale le osservazioni (nel nostro caso, le località) ed individuare gli assi 
principali che descrivono la maggior parte della varianza all’interno del dataset. In linea generale, i 
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primi due o tre assi rappresentano la percentuale maggiore della varianza tra i campioni ed ogni 
asse successivo descriverà quindi una componente di varianza sempre minore. La PCoA è stata 
effettuata sulla matrice dei valori a coppia di FST.  
 
 Distanze genetiche e MDS (Multidimensional Scaling): 
Sulla matrice delle distanze genetiche di Cavalli-Sforza & Edwards (1967) fra località è stato 
applicato il multidimensional scaling (MDS) (Lessa, 1990). Il grafico MDS è stato prodotto 
utilizzando il software PRIMER-E (Clarke & Warwick, 2001). L’attendibilità dell’ordinamento MDS è 
stata valutata mediante l’indice di stress secondo i suggerimenti di Sturrock & Rocha (2000).  
 
 AMOVA (Analysis of MOlecular Variance): 
L'analisi della varianza molecolare (AMOVA, Excoffier et al., 1992) è stata eseguita con il 
software ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Questa analisi permette di ripartire la 
varianza molecolare tra i fattori gerarchici per i quali sono state individuate deviazioni significative 
dall'ipotesi nulla. L'AMOVA è basata sul principio che la somma dei quadrati in un'analisi della 
varianza convenzionale può essere vista anche come la somma delle distanze dei quadrati tra 
coppie di fenotipi (Excoffier et al., 1992). L'AMOVA gerarchica ripartisce la varianza totale nei 
componenti della covarianza dati dalle differenze intra-individuali, tra individui della stessa 
popolazione e tra popolazioni diverse.  
 
 Analisi di assegnazione Bayesiana: 
L'analisi di assegnazione Bayesiana è stata condotta utilizzando il software STRUCTURE 
(Pritchard et al., 2000), con cui è stata inferita la struttura genetica presente all’interno del 
dataset. In questo tipo di analisi gli individui sono assegnati all’interno di differenti cluster genetici 
unicamente sulla base dei loro genotipi. Il numero massimo di cluster genetici (Kmax) all’interno dei 
quali gli individui devono essere assegnati è stato stabilito a priori dallo sperimentatore; 
solitamente sono considerati valori di K da 1 a n+3, dove n è il numero di campioni locali (Evanno 
et al., 2005). Il programma lavora in modo iterativo, ripetendo il procedimento di assegnazione per 
ciascun valore di K compreso fra 1 e Kmax (in questo caso Kmax=9), quindi calcola la probabilità a 
posteriori per ciascuna di queste ripetizioni. Le probabilità a posteriori associate alle varie 
ripetizioni sono infine confrontate fra loro per determinare il valore di K che ha ricevuto il 
maggiore supporto statistico. Per ciascun valore di K sono state effettuate cinque repliche. Per 
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stabilire il valore di K da accettare è stato utilizzato il metodo di Evanno et al., (2005) impiegando il 
programma online STRUCTURE HARVESTER (Earl & vonHoldt, 2012).  
 
 Distanza genetica di Nei (DA): 
La distanza genetica di Nei (DA) (Nei et al., 1983) è una stima della diversità genetica 
all’interno delle popolazioni basata sulle frequenze alleliche o genotipiche di un locus. È calcolata 
secondo la formula:  
 
dove xij e yij sono le frequenze dell’i-esimo allele del j-esimo locus nelle popolazioni x e y, mj è il 
numero di alleli del j-esimo locus e r è il numero di loci analizzati. 
 
 Distanza (δµ)2: 
La distanza genetica di Goldstein (δµ)2 (Goldstein et al., 1995) è calcolata secondo la 
formula: 
 
dove µXj (=Σixij) e µYj (=Σiyij) sono il numero medio di ripetizioni dell’allele dello j-esimo locus e xij e 
yij sono le frequenze alleliche dell’allele con i ripetizioni del j-esimo locus nella popolazione x e y. 
 
 Dendrogrammi UPGMA: 
I dendrogrammi UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), sono 
stati costruiti avvalendosi, sia della matrice di distanza genetica di Nei, sia di quella di Goldstein. La 
robustezza dei nodi degli alberi è stata valutata mediante 10000 repliche bootstrap. Sebbene la 
distanza (δµ)2 è stata sviluppata appositamente per dati sul DNA microsatellitare, è stato visto che 
la sua efficacia per costruire dendrogrammi rappresentativi si abbassa se il dataset è basato su un 
piccolo numero di loci. In accordo agli studi di Takezaki & Nei (1996, 2008), la misura di distanza 
che permette di ottenere la topologia di albero più corretta è la distanza genetica di Nei (DA). 
Per costruire un dendrogramma basato sul metodo UPGMA, gli appositi programmi 
iniziano scegliendo nella matrice la coppia con distanza minima e tracciano la prima dicotomia del 
dendrogramma unendo le stime di distanza genetica con un segmento la cui lunghezza è pari alla 
metà della loro distanza; si prosegue ricalcolando la matrice, ridotta di una unità, in cui quella 
prima coppia è rappresentata da un unico gruppo e si individua la nuova coppia con la distanza 
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minima; si prosegue iterando il procedimento fino a quando la matrice scompare perché sono 
rimasti solo gli ultimi due gruppi. 
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3. RISULTATI 
 
3.1 LINKAGE-DISEQUILIBRIUM, EQUILIBRIO DI HARDY-WEINBERG E STIME DI DIVERSITÀ 
GENETICA 
 
La diversità genetica di Chthamalus montagui nell’area di studio è stata stimata analizzando 
sei loci microsatellitari in 176 individui provenienti da 6 diverse località del Regno Unito. L’analisi 
del linkage disequilibrium sui loci non ha fornito alcun risultato significativo. I sei loci possono 
quindi essere trattati come marcatori genetici indipendenti.  
 Tutte le località sono risultate significativamente non in equilibrio di Hardy-Weinberg (HW) 
per i loci analizzati (Tabella 3.1). Applicando la correzione sequenziale di Bonferroni, la 
significatività dei test è rimasta invariata. 
 
Tabella 3.1: Risultati dei test per la valutazione dell’equilibrio di Hardy-Weinberg. Valori di 
probabilità ottenuti con test di permutazione (10000 repliche).  
 
 CM2/15 CM4/3 CM4/5 CM5/18 CM5/23 CM9/11 
SKERRAY <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.1339 <0.0001 
SCOURIE 0.0037 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.7350 <0.0001 
MINEHEAD 0.0013 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.1151 <0.0001 
WOOLACOMBE 0.0042 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.4087 <0.0001 
PEVERIL POINT 0.0175 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.9435 <0.0001 
FRESHWATER No info* <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.7484 <0.0001 
* in questo campione al locus CM2/15 è presente un solo allele 
 
Sono stati calcolati i valori di eterozigosità attesa per ogni località per locus (Tabella 3.2) ed 
il relativo valore di PIC, per testare se i marcatori microsatellitari impiegati siano buoni marcatori 
genetici. I valori di PIC sono stati calcolati mediante il software CERVUS (Kalinowski et al., 2007). Un 
locus è considerato “altamente polimorfico” quando presenta valori di PIC superiori a 0.5 (Ya-Bo et 
al., 2006). 
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Tabella 3.2: Valori di eterozigosità attesa (He ) e di Polymorphism Information Content (PIC) per 
locus, per località. 
 
 Skerray Scourie Minehead Woolacombe Peveril Point Freshwater 
Loci He PIC He PIC He PIC He PIC He PIC He PIC 
CM 2/15 0.284 0.239 0.216 0.204 0.303 0.275 0.151 0.137 0.101 0.097 0.000 0.000 
CM 4/3 0.849 0.810 0.887 0.862 0.845 0.819 0.940 0.918 0.883 0.855 0.881 0.859 
CM 4/5 0.893 0.864 0.935 0.912 0.950 0.931 0.922 0.900 0.912 0.887 0.903 0.878 
CM 5/18 0.595 0.558 0.737 0.704 0.873 0.843 0.846 0.818 0.809 0.762 0.627 0.597 
CM 5/23 0.662 0.596 0.702 0.657 0.737 0.689 0.657 0.613 0.640 0.577 0.727 0.675 
CM 9/11 0.937 0.913 0.935 0.911 0.929 0.908 0.932 0.910 0.912 0.886 0.926 0.905 
 
 In tutte le località analizzate l’eterozigosità media osservata è risultata minore rispetto a 
quella attesa (Tabella 3.3). 
 
Tabella 3.3: Stime di diversità genetica rilevate nelle località analizzate. Na: numero medio di alleli; 
He: eterozigosità media attesa; Ho: eterozigosità media osservata; Ra: ricchezza allelica media; H': 
indice di Shannon. 
 
 Na  Ho  He  Ra*  H’ 
 media dev. st.  media dev. st.  media dev. st.  media dev. st.  media dev.st. 
Skerray 10.500 9.899  0.120 0.170  0.610 0.462  8.512 9.209  1.536 1.536 
Scourie 12.333 9.192  0.173 0.136  0.576 0.508  9.665 8.512  1.561 1.537 
Minehead 13.833 8.485  0.240 0.207  0.616 0.443  9.449 8.015  1.620 1.427 
Woolacombe 13.000 9.899  0.199 0.236  0.541 0.552  8.085 8.615  1.434 1.632 
Peveril Point 11.000 9.192  0.165 0.185  0.506 0.573  8.433 8.334  1.360 1.589 
Freshwater 12.333 11.314  0.161 0.228  0.463 0.655  7.756 9.554  1.292 1.828 
*Stime ottenute in seguito a procedura di rarefazione dei campioni (N=19). 
 
 Il deficit di individui eterozigoti osservati, rispetto agli attesi, è in accordo con le numerose 
deviazioni dall’equilibrio di HW rilevate. Il maggior numero medio di alleli è stato rilevato a 
Minehead (Na = 13.833) (Tabella 3.3), mentre quello minore a Skerray (Na = 10.500). Il valore 
massimo di eterozigosità media, sia attesa che osservata, è stato registrato a Minehead, mentre il 
valore minimo a Freshwater (Tabella 3.3). La maggior ricchezza allelica media è stata rilevata a 
Scourie (Ra = 9.665), mentre quella minore è stata rilevata a Freshwater (Ra = 7.756). Il locus che 
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ha mostrato il polimorfismo maggiore è il CM 4/3 con 39 alleli mentre il locus meno variabile è il 
CM 2/15 che conta solo 8 alleli (Tabella 3.4 e Figura 3.1). 
 
Tabella 3.4: Numero di alleli rilevati per locus e per località; gli alleli privati sono riportati tra 
parentesi. 
 
 Skerray Scourie Minehead Woolacombe Peveril Point Freshwater Totale 
CM2/15 2 4(1) 5(3) 2 3(1) 1 8 
CM4/3 13 18(3) 16(3) 21(1) 16(3) 20(7) 39 
CM4/5 17(1) 16(2) 23(3) 18(2) 16(1) 16 37 
CM5/18 8(1) 11(4) 12(1) 13 9(1) 11(2) 27 
CM5/23 7 8(1) 10(1) 8(1) 6 9 13 
CM9/11 16(1) 17 17(1) 16(1) 16(2) 17(1) 26 
Totale 63 74 83 78 66 74  
 
 
 
Figura 3.1: Grafico che riporta il numero di alleli per ciascun locus analizzato nel totale dei 
campioni. 
 
 Gli alleli individuati per località e per locus compresi gli alleli privati sono riportati in Tabella 
3.4 e nel grafico in Figura 3.2. 
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Figura 3.2: Grafico che riporta la proporzione degli alleli condivisi e privati individuati per i sei loci 
microsatellitari nelle sei località. 
 
3.2 ANALISI DELLA STRUTTURA GENETICA 
 
I valori della F-statistica di Weir & Cockerham (1984) sono stati calcolati per ciascun locus e 
sul totale dei loci (Tabella 3.5). 
 
Tabella 3.5: Valori della F-statistica di Weir & Cockerham (1984) per locus e sul totale dei loci. 
 
  Fis   Fst 
    media dev. st.   media dev. st. 
CM2/15  0.766 0.076  0.035 0.024 
CM4/3  0.599 0.061  0.031 0.015 
CM4/5  0.589 0.044  0.006 0.005 
CM5/18  0.604 0.102  0.050 0.019 
CM5/23  0.030 0.032  -0.050 0.001 
CM9/11   0.661 0.025   0.004 0.005 
totale  0.531 0.096  0.018 0.009 
 
 I valori del coefficiente di inbreeding calcolati per ciascun locus (Tabella 3.5) sono compresi 
fra Fis = 0.030 ± 0.032 ed Fis = 0.766 ± 0.076; il valore calcolato sul totale dei loci, è Fis = 0.531 ± 
0.096. I valori dell’indice di fissazione calcolati per ciascun locus analizzato sono compresi fra Fst = 
0.035 ± 0.024 e Fst = -0.050 ± 0.001; il valore calcolato invece sul totale dei loci è Fst = 0.018 ± 
0.009. 
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 I valori dell’indice di fissazione fra coppie di località sono risultati compresi fra Fst = 0.006 
(Minehead - Peveril Point) e Fst = 0.020 (Scourie - Freshwater) (Tabella 3.6). 
 
Tabella 3.6: Distanze nautiche minime misurate in miglia nautiche fra località (sotto la diagonale); 
valori di Fst calcolati per ciascuna coppia di località (sopra la diagonale). 
 
 Skerray Scourie Minehead Woolacombe Peveril Point Freshwater 
Skerray 0 0.018 0.010 0.016 0.018 0.013 
Scourie 45 0 0.013 0.013 0.018 0.020 
Minehead 570 525 0 0.013 0.006 0.012 
Woolacombe 540 500 30 0 0.012 0.016 
Peveril Point 840 800 275 245 0 0.007 
Freshwater 860 820 300 265 20 0 
 
 La scala spaziale adottata nel presente lavoro di tesi è compresa tra circa 20 miglia nautiche, 
fra Freshwater e Peveril Point, e 860 miglia nautiche, fra Freshwater e Skerray. 
 Il flusso genico calcolato per coppie di località sulla base della F-statistica varia da Nm = 
13.80 (Skerray – Scourie) a Nm = 44.63 (Minehead – Peveril Point). Il valore medio di flusso genico 
fra località è pari a Nm =13.639 come riportato in Tabella 3.7. 
 
Tabella 3.7: Stime di flusso genico (Nm) fra coppie di località basate su Fst (Weir e Cockerham, 
1984). 
 
 Skerray Scourie Minehead Woolacombe Peveril Point 
Skerray      
Scourie 13.80     
Minehead 23.81 19.62    
Woolacombe 15.02 19.58 18.94   
Peveril Point 13.92 13.78 44.63 20.31  
Freshwater 18.37 12.56 21.23 15.64 36.41 
 
 Il valore medio di flusso genico fra località è stato stimato anche con il metodo degli alleli 
privati di Slatkin (1985) che ha fornito un valore pari a Nm = 4.335. 
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Per quanto riguarda il test per la verifica della presenza di isolamento da distanza, la 
relazione tra Fst e distanza geografica per coppie di località, valutata sul dataset totale e testata 
tramite la statistica di Mantel, è risultata statisticamente non significativa (Figura 3.3). È da rilevare 
tuttavia che il valore di probabilità è superiore alla soglia di significatività ( = 0.005) soltanto di 4 
millesimi. 
Figura 3.3: Diagramma della relazione tra Fst e distanze geografiche (in miglia nautiche) fra coppie 
di località. Z (coefficiente di Mantel) e P ottenuti mediante test di permutazione con 10000 
repliche. 
 
 Utilizzando i valori della matrice dell’indice di fissazione Fst a coppie di località è stata 
effettuata l’analisi multivariata PCoA (Principal Coordinate Analysis) e riportata in Figura 3.4, in cui 
il primo asse descrive il 78.3% della varianza dei dati mentre il secondo ne descrive l’11.8%. 
Complessivamente, quindi, i primi due assi descrivono una grande proporzione di varianza (90.1%). 
Z = 97.801 
P = 0.054 
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Figura 3.4: Grafico PCoA basato sui valori della matrice dell’indice di fissazione Fst a coppie di 
popolazioni. 
 
 Sulla base dei valori della distanza genetica di Cavalli-Sforza & Edwards (1967) (Tabella 3.8) 
è stato effettuato l'ordinamento spaziale del dataset completo mediante Multidimensional Scaling 
(MDS) e riportato di seguito in Figura 3.5, in cui i valori dell’indice di stress sono molto bassi 
(<0.001) ad indicare che la rappresentazione grafica rispecchia fedelmente le relazioni tra le località 
presenti nelle matrici di distanza genetica originarie. 
 
Tabella 3.8: Distanze genetiche di Cavalli-Sforza & Edwards (1967) fra coppie di località. 
 
 Skerray Scourie Minehead Woolacombe Peveril Point Freshwater 
Skerray 0      
Scourie 0.45221 0     
Minehead 0.43912 0.40778 0    
Woolacombe 0.41079 0.39878 0.41238 0   
Peveril Point 0.46445 0.43921 0.39533 0.41817 0  
Freshwater 0.36228 0.44059 0.42487 0.41056 0.43955 0 
46 
 
Figura 3.5: Grafico MDS dell'intero dataset basato sui valori di distanza genetica di Cavalli-Sforza & 
Edwards (1967). (Sker = Skerray, Scou = Scourie, Mine = Minehead, Wool = Woolacombe, Peve = 
Peveril Point, Fres = Freshwater). 
 
 Sono state condotte cinque analisi della varianza molecolare (AMOVA) separate (Tabella 
3.9). Nella prima analisi sono state incluse tutte le località senza strutturare gruppi e la varianza 
molecolare è stata ripartita soltanto nelle componenti “entro-località” e “fra località”. Nella 
seconda AMOVA le località sono state suddivise in tre gruppi: Skerray e Scourie, Minehead e 
Woolacombe, Peveril Point e Freshwater, in base alla vicinanza geografica. La terza analisi 
suddivide le località in tre gruppi ma, questa volta, in base alla condizione di centralità (Scourie, 
Woolacombe e Peveril Point), marginalità (Minehead) e perifericità (Skerray e Freshwater). Nella 
quarta AMOVA sono stati stabiliti invece due gruppi: il primo formato da Skerray, Minehead e 
Freshwater (perifericità + marginalità) a cui si contrappone il secondo, formato dalle località 
centrali (Scourie, Woolacombe e Peveril Point). Nell’ultima analisi i gruppi sono stati ancora due, 
con il primo comprendente le località centrali e la marginale confrontate rispetto alle località 
periferiche. In queste ultime quattro analisi la varianza molecolare è stata ripartita in tre 
componenti: 1) “entro-località”, 2) “fra località entro-gruppi” e 3) “fra gruppi”.  
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Tabella 3.9: Risultati delle cinque analisi molecolari della varianza (AMOVA). 
  
fonte di 
variazione 
gradi di 
libertà 
componenti della 
varianza 
percentuale di 
variazione 
 
PHI-statistica P-value 
  
1. ASSENZA DI GRUPPI 
fra località 5 0.01737 Va 1.34  
0.013 
0.045 
entro località 346 1.27430 Vb 98.66 0.045  
      
2. TRA 3 GRUPPI: (MINEHEAD + WOOLACOMBE); (FRESHWATER + PEVERIL); (SCOURIE + SKERRAY) 
fra gruppi 2 -0.00066 Va -0.05 -0.001 0.601 
fra località 
entro gruppi 
3 0.01789 Vb 1.39 
 
0.014 0.080 
entro località 346 1.27430 Vc 98.67 0.013 0.043 
      
3. TRA 3 GRUPPI: MARGINALE(MINEHEAD); CENTRALE(SCOURIE+WOOLACOMBE+PEVERIL POINT); 
PERIFERICO(SKERRAY+FRESHWATER) 
fra gruppi 2 0.00028 Va 0.02 0.000 0.466 
fra località 
entro gruppi 
3 0.01715 Vb 1.33 
 
0.013 0.096 
entro località 346 1.27430 Vc 98.65 0.013 0.046 
 
4. TRA 2 GRUPPI: MARGINALE(MINEHEAD) + PERIFERICO(SKERRAY+FRESHWATER); 
CENTRALE(SCOURIE+WOOLACOMBE+PEVERIL POINT) 
fra gruppi 1 0.00200 0.16 0.001 0.199 
fra località 
entro gruppi 
4 0.01616 1.25 
 
0.012 0.097 
entro località 346 1.27430 98.59 0.014 0.045 
      
5. TRA 2 GRUPPI: MARGINALE(MINEHEAD) + CENTRALE(SCOURIE+WOOLACOMBE+PEVERIL POINT); 
PERIFERICO(SKERRAY+FRESHWATER) 
fra gruppi 1 0.00232 Va 0.18 0.002 0.267 
fra località 
entro gruppi 
4 0.01614 Vb 1.25 
 
0.012 0.094 
entro località 346 1.27430 Vc 98.57 0.014 0.043 
 
L’analisi di assegnazione Bayesiana ha permesso di rilevare tre cluster genetici all’interno 
del dataset. I livelli di probabilità associati ai diversi valori di K mostrano un andamento facilmente 
interpretabile, con valore modale pari a K=3 come mostrato in Figura 3.6, a destra. 
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Figura 3.6: Grafici relativi ai risultati della statistica Bayesiana. A sinistra, il grafico presenta 
l'andamento della probabilità a posteriori all’aumentare di K (numero di cluster genetici). A destra, 
il grafico mostra il supporto statistico al variare di K, il valore modale di questa distribuzione 
rappresenta il valore di K maggiormente supportato (Evanno et al., 2005). 
 
 Le cinque repliche condotte in corrispondenza di ciascun valore di K, in linea di massima, 
hanno dato risultati fra loro concordi come si può notare dai bassi valori della deviazione standard 
in Figura 3.6, a sinistra. I grafici di assegnazione dei singoli genotipi ai tre diversi cluster genetici 
individuati dall’analisi Bayesiana e la collocazione geografica dei cluster, per singola località, 
mediante grafici a torta, in cui sono riportate le proporzioni complessive dei tre cluster per 
ciascuna località, sono riportati rispettivamente nelle Figure 3.7 e 3.8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.7: Assegnazione dei genotipi individuali all'interno dei tre cluster genetici rilevati, indicati 
dai tre colori. I blocchi rappresentano le località campionate mentre le colonne rappresentano i 
genotipi individuali. 
 
  Skerray               Scourie                    Minehead                   Woolacombe            Peveril Point           Freshwater 
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Figura 3.8: Grafici a torta delle proporzioni dei tre cluster genetici ottenuti con il test di 
assegnazione Bayesiana collocati nelle rispettive aree geografiche. Sker = Skerray, Scou = Scourie, 
Mine = Minehead, Wool = Woolacombe, Peve = Peveril Point, Fres = Freshwater. 
 
 Il dendrogramma UPGMA costruito utilizzando 10000 repliche bootstrap della matrice di 
distanza genetica di Nei (DA) (1973) è riportato in Figura 3.9. In particolare si possono notare due 
gruppi: il primo è composto dalle località periferiche di Skerray e Freshwater mentre il secondo 
gruppo comprende le località centrali e la località marginale di Minehead; i due gruppi sono 
entrambi supportati da un elevato valore di bootstrap pari al 95% che conferisce alta affidabilità e 
robustezza ai nodi individuati.  
 E’ stato costruito un ulteriore dendrogramma UPGMA basato sulla distanza di Goldstein 
(δµ)2 per cui è stata ottenuta la medesima topologia del precedente, i cui nodi sono però 
supportati da valori di bootstrap inferiori pari al 63%. 
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Figura 3.9: Dendrogramma basato sulla distanza genetica di Nei (DA) ottenuto mediante algoritmo 
UPGMA.  
 
Figura 3.10: Dendrogramma basato sulla distanza di Goldstein (δµ)2 ottenuto mediante algoritmo 
UPGMA. 
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4. DISCUSSIONE 
 
I sei loci microsatellitari utilizzati in questo studio si sono rivelati marcatori molecolari 
efficaci per l’analisi della variabilità genetica di C. montagui all’interno dell’area di studio, come 
confermato dai valori di PIC superiori a 0.5, per cui un locus può essere considerato polimorfico ed 
altamente informativo (Ya-Bo et al., 2006). L’analisi ha messo in evidenza la presenza di un numero 
elevato di alleli nei sei loci considerati, con il locus CM2/15 che è risultato il meno variabile di tutti, 
comprendendo solo otto alleli. Questo numero relativamente esiguo di alleli in ambito atlantico, 
non trova conferme nelle località mediterranee analizzate in precedenti studi, dove sono stati 
individuati 21 e 29 alleli, rispettivamente da Maracci (2013) e Piccolin (2014). Osservando nel 
dettaglio le frequenze alleliche riportate in Appendice B, appare evidente come l’allele 152 del 
locus CM2/15 sia nettamente dominante sugli altri nell’area di studio; questa dominanza rilevata a 
livello delle località atlantiche, ancora una volta, non trova conferme in ambito mediterraneo, 
dove le frequenze di questo allele risultano sistematicamente più basse (Fontani, 2009; Maracci, 
2013; Piccolin, 2014). Oltre al locus CM2/15, anche il locus CM5/23 ha esibito un numero di alleli 
nettamente inferiore in Atlantico (13) rispetto a quelli osservati in Mediterraneo (73) da Piccolin 
(2014). Nel presente studio, il locus più polimorfico è risultato essere il CM4/3 con 39 alleli, 
risultati concordi sono stati trovati anche per le località mediterranee analizzate da Maracci (2013) 
e Piccolin (2014) che hanno esibito rispettivamente 49 e 39 alleli.  
La differenziazione genetica tra popolazioni atlantiche e mediterranee di C. montagui fu 
ipotizzata per la prima volta da Dando & Southward (1981) e, successivamente, è stata confermata 
da diversi studi genetici (Pannacciulli et al., 1997; Fontani, 2008; Shemesh et al., 2009). Secondo 
questi Autori, le cause della divergenza genetica sono da ricercarsi nella storia naturale del bacino 
del Mediterraneo nel corso delle ere geologiche. In particolare, durante la crisi di salinità del 
Messiniano verificatasi in Mediterraneo 5.5 milioni di anni fa (Hsϋ et al., 1977; McCullach & 
DeDeckker, 1989), in cui si interruppe la comunicazione tra Oceano Atlantico e bacino del 
Mediterraneo, causando una separazione fra le popolazioni di C. montagui ai due lati dello Stretto 
di Gibiliterra. Inoltre durante il periodo Quaternario, in cui si ebbe l’alternanza di periodi glaciali ed 
interglaciali (Blanc, 1968). Dando & Southward (1979, 1981) e Pannacciulli et al. (1997), hanno 
suggerito che le condizioni idrografiche attuali contribuirebbero a mantenere in posizione questa 
divergenza generata nel corso delle ere geologiche. In particolare, il fronte Almeria-Oran, ubicato 
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nel Mare di Alboran ad est dello Stretto di Gibilterra, impedirebbe lo scambio di larve tra i due lati 
del fronte (Dando & Southward, 1981; Pannacciulli et al., 1997; Shemesh et al, 2009), favorendo 
così la divergenza genetica fra individui di C. montagui dei due bacini. 
Dai risultati del presente lavoro è emerso uno scostamento significativo dei dati 
dall’equilibrio di Hardy-Weinberg in tutte le località considerate, in contrasto con i risultati 
ottenuti per C. montagui mediante l’uso degli alloenzimi (Pannacciulli et al., 1997), ma in accordo 
con quelli ottenuti da Fontani (2009), Maracci (2013) e Piccolin (2014) che hanno lavorato sui 
medesimi loci microsatellitari. Tale scostamento è confermato dalle differenze riscontrate 
confrontando le stime di eterozigosità attesa ed osservata calcolate per ciascuna località (Tabella 
3.2). Il deficit di individui eterozigoti può essere imputabile a diversi fattori: tecnici, come la 
presenza di alleli nulli (Foltz, 1986; Callen et al.,1993; Peijnenburg et al., 2006; Puebla et al., 2008; 
Palero et al., 2011) o biologici, trovando spiegazioni non esclusive nel fenomeno dell’inincrocio o 
nell’effetto Wahlund (Pogson et al., 1995; Duran et al., 2004, Plutchack et al., 2006; Costantini et 
al., 2007; Mokhtar-Jamai et al., 2011). All’interno del dataset che derivano dall’analisi di loci 
microsatellitari possono verificarsi infatti casi di alleli nulli, cioè di alleli che, per diversi motivi, non 
sono stati amplificati con successo nel corso delle reazioni di amplificazione (Peijnenburg et al., 
2006; Puebla et al., 2008; Palero et al., 2011). Tali errori di amplificazione possono essere 
riconducibili a procedure poco accurate in fase di disegno dei primer. Se i primer vengono 
sviluppati in corrispondenza di sequenze poco conservate, all’interno delle regioni di appaiamento 
possono verificarsi eventi mutazionali e l’amplificazione può risultare effettivamente meno 
efficace. Un inconveniente di questo genere può essere evitato disegnando i primer sulla base di 
un pool di sequenze provenienti da individui prelevati da contesti geografici differenti, in modo 
tale da poter individuare a monte e a valle del locus bersaglio le regioni maggiormente condivise e 
quindi le più conservate su cui andare a sviluppare primer più consistenti. I primer utilizzati nel 
presente lavoro sono stati sviluppati tenendo conto di questo presupposto (Pannacciulli et al., 
2005). L’ipotesi della perdita di informazione dovuta ad alleli nulli risulta perciò poco probabile, 
conclusione supportata anche dal fatto che il deficit di genotipi eterozigoti è comune a tutti e sei i 
loci impiegati nell’analisi. Il deficit di individui eterozigoti potrebbe essere dovuto a fattori biologici 
legati alle strategie riproduttive della specie (Fontani, 2008). C. montagui è una specie ermafrodita 
a fecondazione incrociata capace, in condizioni di isolamento, di compiere autofecondazione 
(Barnes & Barnes, 1958; Barnes, 1989). Inoltre, considerando che C. montagui tende ad occupare 
la parte più alta della fascia intertidale su coste moderatamente esposte all’idrodinamismo, può 
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accadere che sia sottoposto periodicamente a condizioni ambientali sfavorevoli, soprattutto per 
quel che riguarda la disponibilità di acqua, che potrebbero rendere poco praticabile la 
fecondazione incrociata esterna e promuovere l’autofecondazione. Un altro aspetto da 
considerare, riportato anche da Fontani (2008), è la possibile presenza dell’effetto Wahlund, 
inteso come l’eccesso dei genotipi omozigoti per effetto del mescolamento di popolazioni con 
frequenze alleliche diverse. Se vi è differenziazione genetica, significa che l’accoppiamento degli 
individui non avviene completamente a caso, gli individui tendono ad accoppiarsi all’interno della 
propria popolazione. Si ha l’unione preferenziale degli alleli con il loro simile portando ad un 
eccesso globale di individui omozigoti. Il deficit di individui eterozigoti rispetto a quelli previsti 
dalla legge di Hardy-Weinberg è rilevato anche dai valori medi del parametro Fis, il coefficiente di 
inincrocio (Tabella 3.4), i cui valori sono tutti significativamente positivi, suggerendo la presenza di 
fenomeni di inincrocio in tutte le località. Con l’eccezione del locus CM5/23, che presenta un Fis = 
0.030, tutti i loci hanno valori del coefficiente di inicrocio Fis > 0.5. Nella letteratura scientifica 
sono frequenti casi di invertebrati marini che presentano deficit di individui eterozigoti (i.a. Ayre & 
Hughes, 2000; Ridgway et al., 2001; Addison & Hart, 2004; Duran et al., 2004; Le Goff-Vitry et al., 
2004; Peijnenburg et al., 2006; Andrade & Solferini, 2007; Costantini et al., 2007; Pérez-Portela & 
Turon, 2008; Dupont et al., 2009; Mokhtar-Jamai et al., 2011; Palero et al., 2011), inclusi quelli 
relativi a specie del genere Chthamalus, mediante uso di marcatori microsatellitari (Veliz et al., 
2006; York et al., 2008). 
Per C. montagui non è immediata l’applicazione del concetto di “popolazione”; nonostante 
i vari studi genetici effettuati, non si può ancora definire infatti l’esistenza di popolazioni effettive 
e ben strutturate per questo cirripede; da questo problema deriva anche la difficoltà nell’applicare 
i concetti di marginalità, perifericità e centralità a questa specie.  
L’ipotesi da testare sulle condizioni di marginalità e perifericità implica che in tali condizioni 
ambientali stressanti e di isolamento, gli individui di una data specie mostreranno una diversità 
genetica sistematicamente inferiore a quella di individui che si trovano invece nelle zone centrali 
dell’areale godendo di condizioni ambientali ottimali. Questo sarebbe il risultato del ridotto flusso 
genico con le popolazioni centrali dovuto alla condizione di isolamento, alla piccola taglia effettiva 
della popolazione, alla tendenza all’inincrocio e all’influenza maggiore esercitata dal fenomeno 
dell’effetto fondatore, tutti fenomeni che condurrebbero alla deriva genetica (Allendorf, 1986; 
McCommas & Bryan, 1990; Lesica & Allendorf, 1995). Durante la fase di campionamento del 
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presente lavoro è stato osservato che le località considerate centrali presentavano individui di C. 
montagui distribuiti in una fascia continua sulla scogliera, spesso con livelli di copertura massimi, 
prossimi al 100%. In tali condizioni è ragionevole pensare che avvenga la fecondazione incrociata 
vista la presenza di individui conspecifici nelle immediate vicinanze. Invece, nelle località 
considerate periferiche non era individuabile una fascia ben definita sulla scogliera; gli individui 
erano spesso isolati o distribuiti in gruppi molto rarefatti. In questa situazione si ritiene altamente 
probabile che gli individui di C. montagui, privi di individui conspecifici nelle vicinanze, possano 
mostrare un alto tasso di autofecondazione (Barnes & Barnes, 1958; Barnes 1989). L’ipotesi sulla 
marginalità della località di Minehead e sulla perifericità delle località di Skerray e Freshwater non 
è stata confermata dai risultati di questo lavoro, anche se è emersa una certa peculiarità di questi 
campioni.  
Se andiamo a considerare la rappresentazione grafica dell’analisi multivariata PCoA (Figura 
3.4), si può notare che il primo asse, che descrive il 78.3% della varianza dei campioni, discrimina 
due gruppi nettamente separati, il primo composto dalle località periferiche di Skerray e 
Freshwater, molto vicine fra loro, mentre il secondo comprendente le altre località. Sul secondo 
asse principale, che descrive l’11.8% della varianza dei campioni non sono apprezzabili 
raggruppamenti significativi. Si può notare tuttavia che le località periferiche si trovano in posizioni 
opposte sull’asse e che Scourie, Woolacombe e Minehead risultano vicine. 
Per quanto riguarda la seconda tecnica di ordinamento spaziale dei campioni tramite MDS 
(Figura 3.5), sono stati ottenuti risultati concordi con la precedente analisi. Dal grafico, ancora una 
volta, è evidente la marcata vicinanza e quindi l’affinità genetica, fra le località periferiche rispetto 
alle altre località che hanno una distribuzione nello spazio molto più rarefatta ed indipendente.  
La diversità genetica delle località periferiche scaturisce dalle frequenze alleliche, infatti, se 
si considerano i grafici delle frequenze alleliche per locus per località (Appendice D), si può notare 
che per il locus CM5/18, entrambe le località presentano bassa variabilità genetica, inoltre 
Freshwater presenta diversi alleli privati per il locus CM4/3 mentre in Skerray non sono stati 
rilevati gli alleli di taglia più bassa (162, 166, 170 e 172) al locus CM5/23. Andando a valutare la 
ricchezza allelica media, il valore più elevato è stato riportato per Scourie, località considerata 
centrale, mentre il valore più basso è stato trovato nella periferica Freshwater, in linea con le 
aspettative dell’ipotesi in esame. 
Entrambi i dendrogrammi (Figura 3.9 e 3.10) hanno fornito topologie concordi, in cui si 
evidenzia la presenza di due raggruppamenti: il primo formato dalle due località periferiche 
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(Skerray e Freshwater) ed il secondo formato dalle località centrali (Scourie, Woolacombe e Peveril 
Point) e dalla marginale (Minehead). Minehead, nonostante nei dendrogrammi non siano emerse 
differenze significative rispetto alle altre località centrali, è la località con il più alto numero di alleli 
privati (12). Una spiegazione possibile potrebbe essere individuata nella sua particolare posizione 
geografica. Questa località, infatti, è situata nel Canale di Bristol, lungo circa 137 km ed ampio da 8 
a 69 km, in cui sfociano diversi corsi d’acqua, tra cui il fiume Severn, il più lungo del Regno Unito. Il 
Canale di Bristol è caratterizzato inoltre, anche per la sua natura di bacino semichiuso, da 
escursioni di marea molto ampie (fino ad 11.5 metri), che possono addirittura arrivare ad invertire 
la corrente nell’estuario, permettendo all’acqua di mare di risalire per chilometri. Un ambiente 
simile è caratterizzato da un elevato grado di disturbo ambientale, dato principalmente dall’alto 
tasso di sedimentazione e dalle variazioni della salinità piuttosto ampie. Altro aspetto da 
considerare è la presenza di correnti locali che potrebbero limitare l’idrodinamismo all’interno di 
baie o altri ambienti semi-confinati, come il Canale di Bristol, che potrebbero favorire fenomeni di 
ritenzione larvale e di auto-reclutamento. Tali condizioni ambientali, unite all’isolamento, 
potrebbero promuovere in specie sessili della zona intertidale, come C. montagui, l’affermazione 
di genotipi unici ed inusuali (Sagarin & Gaines, 2002; Faugeron et al., 2004). Anche se alla luce dei 
risultati ottenuti, tali fattori non sembrano avere un effetto significativo sulla struttura genetica 
della specie. 
Prendendo in considerazione il valore dell’indice di fissazione, calcolato sul totale dei loci 
analizzati, esso risulta minore di Fst = 0.1, in linea con quanto osservato da Maracci (2013) e 
Piccolin (2014). Tale valore, pur essendo relativamente contenuto, è risultato significativamente 
diverso da zero, suggerendo la presenza di un lieve grado di strutturazione genetica all’interno 
dell’area di studio, nonostante l‘elevato potenziale per la dispersione della specie (Southward, 
1976; Crisp et al., 1981), che possiede una fase larvale planctonica della durata approssimativa di 
due settimane, variabile a seconda delle condizioni ambientali (Burrows, 1988) . Da questi risultati 
è emersa, quindi, un’immagine di generale omogeneità genetica tra i campioni analizzati; l’indice 
di fissazione, pur presentando valori diversificati, è comunque sempre inferiore a Fst = 0.05 in tutti 
i loci analizzati. 
La relazione tra divergenza genetica e distanza geografica tra le coppie di località 
(isolamento da distanza) è risultata statisticamente non significativa. Tuttavia, il valore di 
probabilità ricavato con il test di Mantel (P = 0.054) è di soli quattro millesimi superiore al limite di 
significatività. È da rilevare comunque che, per individuare l’isolamento da distanza nelle specie ad 
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ampia dispersione, è opportuno utilizzare un disegno di campionamento a scala spaziale molto 
grande, in quanto l’isolamento da distanza, se presente, può essere individuato solo se la scala è 2-
5 volte più ampia rispetto alla distanza di dispersione media della specie (Palumbi, 2003). In 
questo caso la distanza massima fra località è circa 1400 km (Skerray – Freshwater), mentre la 
dispersione larvale della specie in mare aperto è di circa 200 km in condizioni di correnti favorevoli 
(Strathmann, 1974; Crisp, 1976), ciò significa che la strutturazione può essere individuata in 
campioni che sono distanti almeno 400 - 1000 Km. Inoltre, anche se presente, l’isolamento da 
distanza può non essere rilevato, in quanto dovrebbe essere adottata la “distanza geografica 
effettiva”, cioè la distanza che tiene conto delle correnti superficiali, delle barriere al flusso genico 
non apparenti, del comportamento larvale, ecc. (Maltagliati et al., 2004, 2010). Bisogna infine 
considerare anche il clima del Regno Unito, che presenta condizioni omogenee dal punto di vista 
meteo-marino, con ampie maree che possono assicurare un apporto d’acqua costante che 
favorisce lo stabilirsi della specie lungo una fascia continua sulla costa, e temperature tipiche di un 
paese situato al confine tra la zona temperata e quella boreale, in cui non si osservano grandi 
escursioni termiche ed il cui clima è mitigato dagli effetti della Corrente del Golfo. 
Tutte e cinque le analisi AMOVA condotte sull’intero dataset hanno messo in evidenza la 
grande variabilità genetica che caratterizza C. montagui all’interno delle località (> 98%), non 
evidenziando valori significativi di varianze, né fra gruppi, né fra località all’interno dei gruppi, 
confermando ancora una volta la generale omogeneità genetica della specie nell’area di studio. 
Anche valutando i risultati ottenuti dall’analisi di assegnazione Bayesiana, che ha 
evidenziato tre cluster genetici, non si riscontrano differenze significative tra le località atlantiche 
analizzate, ad ulteriore conferma dell’alto potenziale di dispersione della specie. I cluster genetici 
sono ripartiti in modo omogeneo tra le località senza mostrare pattern geografici caratteristici, in 
contrasto con studi pregressi effettuati su C. montagui (Dando & Southward, 1981; Pannacciulli et 
al., 1997; Fontani, 2009). Con il presente studio, inoltre, rimane aperta la questione dell’origine e 
dell’eventuale persistenza nel tempo dei tre cluster genetici. 
Altri studi che hanno indagato le condizioni di perifericità e marginalità in invertebrati 
marini hanno rilevato un’effettiva differenziazione genetica delle popolazioni periferiche e 
marginali rispetto a quelle centrali. Casi emblematici sono rappresentati dai due echinodermi, 
Acanthaster planci e Tripneustes gratilla (Liggins et al., 2014). Entrambe le specie, analizzate alle 
Isole Kermadec (Nuova Zelanda), considerate il limite sud-occidentale della loro distribuzione, 
presentano tutte lo stesso pattern aplotipico per quanto riguarda la regione mitocondriale 
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codificante per la subunità I della citocromo ossidasi (COI). La ragione di questa bassa diversità 
genetica sembra debba essere ricercata nel piccolo numero di individui fondatori (larve e reclute) 
e nei bassi tassi di immigrazione nel tempo (Liggins et al., 2014). Inoltre, sembra che le popolazioni 
delle Isole Kermadec si auto-sostengano e siano oggetto di un elevato tasso di auto-reclutamento, 
in quanto le larve prodotte a livello locale hanno una fitness maggiore di quelle che arrivano da 
popolazioni distanti e che hanno dovuto affrontare una lunga fase larvale pelagica in cui sono state 
soggette ad elevati livelli di stress ambientale (Nosil et al., 2005). 
Risultati di generale omogeneità genetica simili a quelli trovati nella presente analisi sono 
stati osservati anche in altre specie di cirripedi della fascia intertidale, come ad esempio Tetraclita 
rubescens, diffusa lungo le coste messicane e statunitensi dell’Oceano Pacifico. L’omogeneità 
genetica osservata in questa specie è stata messa in relazione, anche in questo caso, con l’alta 
capacità di dispersione della specie, le cui larve risiedono nella colonna d’acqua da 18 a 26 giorni, a 
13°C (Dawson et al., 2010). Anche per T. rubescens, mediante l’impiego di marcatori 
microsatellitari e di sequenze della COI in un range geografico di oltre 2.300 km, è stato 
dimostrato un alto flusso genico ed un’elevata diversità genetica all’interno delle varie località 
(Dawson et al, 2010). Anche per la specie congenerica Chthamalus stellatus, analizzata mediante 
l’utilizzo di marcatori ISSR (Pannacciulli et al., 2009) ed alloenzimi (Pannacciulli et al., 1997), è stata 
riscontrata una struttura genetica molto poco pronunciata, rispettivamente nell’arcipelago delle 
Azzorre ed all’interno dell’areale di distribuzione in Mediterraneo e in Atlantico. L’efficace 
dispersione larvale della specie è sicuramente responsabile dell’elevato flusso genico tra le 
località. I tratti di discontinuità significativi osservati nello studio sull’intero areale di distribuzione 
si hanno nella transizione tra i due bacini, superato lo Stretto di Gibilterra che permette l’ingresso 
delle acque superficiali atlantiche (in cui vengono trasportate appunto le larve), a livello del fronte 
di Almeria-Oran (Pannacciulli et al., 1997; Maracci, 2013). Pattern simili sono stati confermati per 
moltissime altre specie tra cui il bivalve Mytilus galloprovincialis (Quesada et al., 1995a,b), il 
chetognato Sagitta setosa (Pijnenburg et al., 2006), l’echinoderma Paracentrotus lividus (Calderòn 
et al., 2008; Maltagliati et al., 2010), l’ottocorallo Paramuricea clavata (Mokhtar-Jamai et al., 
2011), l’elasmobranco Scyliorhinus canicula (Barbieri et al., 2014), il teleosteo Merluccius 
merluccius (Roldán et al., 1998). 
Ultimo aspetto da considerare è l’espansione di areale che può aver interessato C. 
montagui, così come è avvenuto per altre specie di cirripedi (T. rubescens e C. stellatus) negli 
ultimi decenni, in seguito ai cambiamenti climatici (Mieszkowska et al., 2014). C. montagui è una 
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specie di acque temperato-calde che, nel Regno Unito, compete per lo spazio con Semibalanus 
balanoides, specie boreale di acque fredde (Southward, 1991; Mieszkowska et al., 2014). I 
cambiamenti nell’abbondanza delle due specie sono correlati con le oscillazioni della temperatura 
della zona intertidale in cui si verificano le massime fluttuazioni (Southward, 1991). Negli ultimi 
anni Mieszkowska et al.(2014) hanno messo in relazione la North Atlantic Oscillation (NAO) con 
l’espansione verso nord di C. montagui. La NAO è un’oscillazione continua dell’atmosfera tra la 
bassa pressione dell’Islanda e l’alta pressione delle Azzorre ed è il fattore atmosferico responsabile 
della variabilità climatica dell’Oceano Atlantico settentrionale (Hurrell et al., 2001). Quando si 
hanno valori di NAO positivi, sul nord Europa si instaurano condizioni climatiche miti, con venti e 
temperature più calde ed umide (Hurrell et al., 2001). Tali condizioni favoriscono specie ad affinità 
più calda, come C. montagui, che, occupando posizioni alte sulla linea di costa risentirebbero 
dell’essiccamento e della disidratazione causata dai forti venti e dalle basse temperature. Altro 
cirripede ad affinità calda che negli ultimi quarant’anni ha espanso il suo areale di distribuzione 
verso nord, però in aree dell’Oceano Pacifico, è T. rubescens. Dawson et al. (2010) sostengono che 
la distanza media tra le località che condividono aplotipi comuni trovati nell’areale in espansione, 
indicherebbe la distanza a cui gli alleli possono essere dispersi durante una fase di espansione. 
Nonostante l’alto potenziale di dispersione di T. rubescens, analisi effettuate con alloenzimi (Ford 
& Mitton, 1993), con marcatori microsatellitari e mediante sequenze della COI, indicano tassi 
crescenti di auto-reclutamento nelle zone periferiche settentrionali (Dawson et al., 2010). Non 
bisogna dimenticare infatti che la dimensione efficace delle popolazioni periferiche è inferiore a 
quella delle popolazioni centrali e ciò si riflette in un calo della produzione larvale. Quando 
vengono colonizzati nuovi habitat da un piccolo numero di larve e reclute fondatrici e la 
dispersione segue il modello stepping-stone, in cui le popolazioni scambiano migranti soltanto con 
le popolazioni adiacenti (Maltagliati, 1998; Palumbi et al., 2003), le località di nuova colonizzazione 
dovrebbero esibire una variabilità genetica inferiore rispetto a quella presente nell’areale storico 
(Phillips et al., 2008; Pujol & Pannell, 2008). L’alta capacità di dispersione dei cirripedi, come T. 
rubescens e C. montagui, tuttavia, può aver apportato, anche nelle nuove aree di espansione, una 
diversità genetica elevata, comparabile con quella del range storico. In questo modo, le distanze 
genetiche aumentano linearmente con le distanze geografiche e diventa possibile spiegare 
l’esistenza di differenziamento genetico tra popolazioni distanti, anche quando quelle adiacenti 
rimangono indistinguibili (a causa di un elevato reciproco flusso genico) (Palumbi, 2003). Infine, va 
aggiunto che gli eventi di espansione potrebbero essere stati molteplici nel corso dell’evoluzione 
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della specie e che questi potrebbero aver favorito l’ingresso di genotipi diversi in tempi diversi 
nelle aree di espansione, favorendo l’apporto di ulteriore diversità genetica. Ulteriore aspetto da 
considerare è che il cambiamento climatico potrebbe giocare un ruolo positivo. All’instaurarsi di 
condizioni climatiche favorevoli per la specie, potrebbe diminuire la pressione di selezione sui 
fenotipi migranti che giungono in località periferiche o marginali, determinando così un apporto di 
nuovi genotipi e quindi un aumento di diversità genetica alla periferia ed ai margini dell’areale 
della specie, favorendone l’espansione (Dawson et al., 2010). 
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5. CONCLUSIONI 
 
I sei loci microsatellitari impiegati nel seguente lavoro di tesi si sono rivelati marcatori 
molecolari efficaci per l’analisi e l’individuazione della variabilità genetica di C. montagui 
all’interno dell’area di studio.  
La variabilità genetica rilevata è risultata generalmente elevata all’interno dei campioni e le 
maggiori differenze sono state osservate a piccola scala spaziale, fra individui appartenenti ad una 
stessa località.  
L’ipotesi sulla marginalità della località di Minehead e sulla perifericità delle località di 
Skerray e Freshwater, non è stata confermata dai risultati delle analisi statistiche che hanno 
evidenziato una generale omogeneità genetica tra i campioni. 
Sebbene molte analisi statistiche non siano risultate significative, la località marginale di 
Minehead e le località periferiche di Skerray e Freshwater presentano alcune caratteristiche 
distintive.  
Minehead presenta il numero più elevato di alleli e di alleli privati, pattern dovuto 
probabilmente alla particolare posizione geografica della località, ubicata all’interno del Canale di 
Bristol, e alle condizioni ambientali che la caratterizzano. 
Skerray e Freshwater, sulla base dell’ordinamento spaziale MDS ed dei due alberi UPGMA, 
presentano somiglianze significative e si differenziano dalle altre località a causa: 
 di una bassa variabilità genetica di entrambe le località per il locus CM5/18; 
 del fatto che Freshwater presenta un elevato numero di alleli privati per il locus CM4/3; 
 del fatto che Skerray è privo degli alleli di taglia più bassa al locus CM5/23. 
Il presente lavoro di tesi ha permesso inoltre di arricchire ulteriormente il dataset già 
esistente, ricavato con marcatori microsatellitari. 
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APPENDICE A 
 
PROTOCOLLO SALTING OUT DI ESTRAZIONE DEL DNA (modificato da Aljanabi & Martinez, 1997) 
Di seguito sono riportati i vari passaggi dell’estrazione: 
 Lisi delle membrane e denaturazione delle proteine: 
 risospendere l’individuo, conservato dopo il campionamento a -20 °C in etanolo al 
96%, in una provetta Eppendorf da 1.5 ml con 270 μl di una soluzione contenente TNE 
(Tris-NaCl-EDTA) 1X, 1.5% di SDS e 30 μl di Proteinasi K [10 mg/ml]; 
 agitare velocemente e centrifugare brevemente; 
 incubare per 2 ore a 55°C; 
 Precipitazione proteine e lipidi: 
 aggiungere 100 μl di NaCl 6M; 
 agitare velocemente e centrifugare per 18' a 13000 rpm; 
 Precipitazione del DNA: 
 preparare un nuovo set di provette Eppendorf da 1.5 ml in cui inserire 800 μl di 
etanolo assoluto; 
 rimuovere il surnatante dal primo set (circa 300 μl) prestando attenzione a non 
prelevare l’eventuale schiuma presente sulla superficie e a non toccare il pellet bianco sul 
fondo della provetta; 
 addizionare il surnatante al set di provette Eppendorf contenenti etanolo assoluto 
ed agitare manualmente; 
 mantenere la soluzione a –20°C per almeno 2 ore; 
 centrifugare per 15' a 13000 rpm; 
 rimuovere l’etanolo assoluto, risospendere il pellet in 300 μl di etanolo al 70%, 
agitare velocemente e centrifugare per 5' a 13000 rpm; ripetere l’operazione 2-3 volte; 
 asciugare il pellet all’aria o nel blocco termostatato a 37°C lasciando aperto il 
coperchio della provetta; 
 Idratazione e conservazione del DNA: 
risospendere il pellet in 30 μl di TE (Tris-EDTA) buffer. Agitare velocemente e centrifugare 
brevemente; 
conservare il DNA in soluzione in freezer a –20°C. 
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APPENDICE B 
 
TABELLE DELLE FREQUENZE ALLELICHE 
 
Di seguito vengono riportate le frequenze alleliche stimate per locus per località. Le località sono 
indicate con abbreviazioni riportate nella tabella di seguito. 
 
Località Abbreviazione 
Skerray SKER 
Scourie SCOU 
Minehead MINE 
Woolacombe WOOL 
Peveril Point PEVE 
Freshwater FRES 
 
LOCUS CM2/15 
 
 
 
ALLELE SKER SCOU MINE WOOL PEVE FRES
138 - 0.0192 - - - -
150 - 0.0577 0.1250 - 0.0172 -
152 0.833 0.8846 0.8281 0.9194 0.9483 1
154 0.1667 0.0385 - 0.0806 - -
156 - - 0.0156 - - -
160 - - 0.0156 - - -
162 - - 0.0156 - - -
176 - - - - 0.0345 -
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LOCUS CM4/3 
 
ALLELE SKER SCOU MINE WOOL PEVE FRES
120 - - - - - 0.0312
138 - - 0.0161 - - -
148 - - - 0.179 0.0185 -
152 - - - - 0.0185 -
154 - - - - 0.0370 -
164 - 0.0385 - - - -
170 0.0238 0.0385 0.1452 0.0536 0.1852 0.0312
172 - 0.0192 0.0645 0.0536 0.0556 0.0312
174 0.2857 0.3077 0.3548 0.1250 0.2593 0.0781
176 0.2381 0.0962 0.0323 0.0893 - 0.3125
178 0.0476 - 0.0161 0.0357 0.0185 -
180 - - - - 0.0185 -
182 - 0.0385 - - - -
184 - 0.0769 0.0161 0.0179 - -
186 - - - 0.0179 - -
188 0.1429 - - - - 0.0156
190 0.0238 0.0385 0.0323 0.0357 0.0185 0.0625
192 - 0.0192 0.0323 0.0179 - 0.0156
194 0.0476 - - 0.0357 - 0.0625
196 0.0238 - 0.0484 0.0179 0.0370 -
198 0.0476 - - 0.0179 0.0741 0.0312
200 0.0238 0.0385 0.0484 0.0714 0.1111 -
202 - 0.0385 0.0161 0.0179 0.0370 0.0938
204 0.0238 0.0385 0.0323 0.0179 - 0.0156
206 0.0238 0.0577 0.0484 0.0536 0.0556 -
208 - 0.0385 - 0.1071 - 0.0156
210 0.0476 - - 0.0357 - -
212 - 0.0577 - 0.0179 0.0370 -
214 - 0.0192 - - - 0.0156
216 - 0.0192 - 0.1429 0.0185 -
218 - - 0.0645 - - -
222 - - 0.0323 - - -
224 - 0.0192 - - - -
228 - - - - - 0.0312
236 - - - - - 0.0312
242 - - - - - 0.0156
244 - - - - - 0.0312
246 - - - - - 0.0625
250 - - - - - 0.0156
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LOCUS CM4/5 
 
ALLELE SKER SCOU MINE WOOL PEVE FRES
74 - - 0.0161 - - -
78 - - 0.0323 0.0179
80 - 0.1296 0.0645 0.0500 0.1607 0.0806
82 - 0.0556 - - 0.0536 -
96 - 0.0370 0.0806 - - -
98 0.0453 0.0741 0.0484 0.0833 0.0179 0.0161
100 0.0453 0.1481 0.1290 0.1667 0.1071 0.1452
102 0.2826 0.0741 0.1129 0.1667 0.1786 0.0806
104 0.0870 0.0370 0.0645 0.0500 0.1071 0.1935
106 0.0217 - 0.0323 - - 0.0806
108 0.0435 - 0.0161 0.0333 - -
110 0.0217 - 0.0161 0.0500 0.0714 0.0323
112 0.0870 - 0.0806 0.0167 0.0893 0.0161
114 0.1304 0.0926 0.0323 0.0833 - 0.1613
116 - 0.0741 - 0.0167 0.0179 -
118 0.0435 - 0.0323 - - -
120 0.0435 - - 0.0167 0.0179 0.0323
122 - - - 0.0833 - -
124 - 0.0741 - 0.0167 - 0.0161
126 0.0217 - - - 0.0536 0.0484
128 0.0435 - 0.0323 - 0.0179 -
130 - 0.0370 - - -
132 - 0.0370 0.0323 0.0333 - 0.0161
134 - - 0.0323 0.0179 0.0323
136 - - 0.0323 0.0167 - 0.0161
138 - - - 0.0333 0.0536 -
140 0.0217 - - - - 0.0323
144 0.0217 0.0370 0.0323 - - -
146 - 0.0185 - 0.0167 - -
148 - - - 0.0667 - -
154 - - 0.0161 - - -
156 - 0.0370 0.0161 - - -
158 0.0217 0.0161 - - -
162 - 0.0370 - - - -
164 - - - - 0.0179 -
166 - - 0.0323 - - -
168 0.0217 - - - - -
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LOCUS CM5/18 
 
LOCUS CM5/23 
 
ALLELE SKER SCOU MINE WOOL PEVE FRES
76 0.0200 0.0277 0.0926 0.1111 - -
90 - 0.0277 - - - -
92 - - 0.0370 0.0926 0.0526 -
96 - - - 0.0741 0.0526 -
98 - - 0.1481 0.0370 0.3421 -
100 - 0.0682 - 0.0370 - 0.0323
102 - - 0.0370 - - 0.0161
104 - 0.0455 0.0741 0.0263 -
106 - 0.0682 0.0185 - 0.0323
108 - - 0.0370 0.0556 - 0.0645
110 - 0.0455 - - - -
114 - - 0.0741 - - -
118 0.0200 - - 0.0370 - 0.0484
126 0.0800 0.0682 0.1296 0.0370 0.0526 -
128 0.6200 0.5000 0.2778 0.3519 0.2632 0.5968
130 - - - - 0.0526 -
132 0.0200 - 0.0185 - - -
134 0.0200 - - - - -
136 - - - - - 0.0161
138 - - - - 0.0526 0.0161
140 - - - 0.0185 0.1053 -
142 - 0.0227 - - - -
150 - 0.0909 - - - -
160 - - - - 0.0161
178 - 0.0455 0.0556 0.0926 - -
180 0.01200 - - 0.0370 - 0.1290
182 0.1000 - 0.0185 - - 0.0323
ALLELE SKER SCOU MINE WOOL PEVE FRES
162 - - - 0.0161 - -
166 - 0.0185 - - - -
170 - 0.0370 0.0345 0.0323 - 0.0156
172 - 0.0185 0.0345 - 0.0179 0.0156
174 0.0200 0.0556 0.0517 0.0484 0.0357 0.0469
176 0.5000 0.5000 0.4310 0.5484 0.5357 0.4219
178 0.3000 0.2037 0.2759 0.1935 0.2500 0.2969
180 0.0800 0.0926 0.0517 0.0968 0.1429 0.0938
182 0.0200 - 0.0690 0.0484 - 0.0781
184 - 0.0741 0.0172 0.0161 0.0179 -
186 0.0600 - 0.0172 - - 0.0156
188 0.0200 - - - - 0.0156
202 - - 0.0172 - - -
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LOCUS CM9/11 
 
ALLELE SKER SCOU MINE WOOL PEVE FRES
88 - - - - 0.0185 -
92 - - - 0.0323 - -
94 0.0400 0.0385 0.0500 - 0.0161
96 0.1154 0.0484 0.0833 0.0556 -
98 0.1000 0.0385 0.0484 0.0167 0.1852 0.0484
100 - - 0.0161 0.0833 - -
102 0.0800 - 0.0645 0.0667 0.0556 0.0645
104 0.0200 0.0192 0.0161 0.0667 0.0370 0.0323
106 0.0400 0.0769 0.0161 - 0.1667 0.1290
108 0.1200 0.0385 0.0484 0.0167 0.0370 0.1452
110 0.0200 0.1154 0.0806 0.0167 0.0556 0.0645
112 0.1400 0.0769 0.1613 0.1333 0.0926 0.1129
114 0.0600 0.0769 0.0806 0.0833 0.0370 0.0968
116 0.0600 0.0577 0.1452 - 0.01296 0.0645
118 0.0800 0.0385 0.0323 0.0167 0.0185 0.0968
120 0.0800 0.0385 0.0645 0.0833 0.0370 0.0161
122 - 0.0385 0.0484 0.0333 0.0185 0.0161
124 0.0600 0.1538 - - - -
126 - - - 0.1000 0.0370 0.0161
128 - 0.0192 0.0645 0.0167 - 0.0161
130 0.0200 0.0192 0.0323 - - 0.0323
132 0.0400 - - - - -
138 - - 0.0323 - - -
140 - - - - 0.0185 -
142 0.0400 0.0385 - - - -
246 - - - - - 0.0323
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APPENDICE C 
 
GRAFICI DELLE FREQUENZE ALLELICHE 
 
Di seguito vengono riportati i grafici delle frequenze alleliche per i sei loci microsatellitari dei 
campioni nelle sei località analizzate del Regno Unito.
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APPENDICE D 
 
GRAFICI DELLE FREQUENZE ALLELICHE PER LOCUS PER LOCALITA’ 
 
Di seguito vengono riportati singolarmente i grafici delle frequenze alleliche per ognuno dei sei loci 
microsatellitari in ognuna delle sei località analizzate del Regno Unito. 
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